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RESUMO

Guignardia citricarpa € um fungo ascomiceto de extrema importancia para a citricultura
brasileira, pois € o agente causal da Mancha Preta de Citros (MPC). As plantas citricas
sao igualmente colonizadas pelas espécies endofiticas G. mangiferae e Phyllosticta
spinarum, morfologicamente muito semelhantes ao patégeno. Ha poucas informacdes
sobre a genética destas espécies na literatura, sendo, até o momento, desconhecido o
numero de cromossomos de G. citricarpa e P. spinarum. Diversos estudos especulam
sobre a interferéncia que RNAs dupla fita podem ocasionar em genomas fungicos. Em
fungos fitopatogénicos ha relatos de RNAdf alterando a patogenicidade destes para a
planta hospedeira. Neste contexto, este trabalho teve como objetivos determinar o
numero de cromossomos das trés espécies citadas, desenvolver um protocolo de cura
de RNAdf para o fungo G. citricarpa e avaliar a influéncia do RNAdf em caracteristicas
morfoldgicas e fisioldgicas relacionadas com a patogenicidade, comparando linhagens
isogénicas curadas e nado-curadas do RNAdf. Para determinagcéo do numero de
cromossomos foi utilizada a metodologia de hibridizagdo com sonda de regiéo
telomérica de Botrytis cinerea inserida no plasmidio pTEL marcada com fésforo®?, em
membranas contendo DNA gendmico de G. citricarpa, G. mangiferae e P. spinarum,
clivado com enzima de restricdo. Tal metodologia foi inédita para estas espécies
fungicas e os resultados confirmaram a presencga de, pelo menos, 8 cromossomos para
a espécie G. mangiferae. Sugere-se também a presencga de pelo menos 7
Cromossomos para a espécie G. citricarpa e 6 cromossomos para a espécie P.
spinarum. Evidenciou-se que cinco linhagens de G. citricarpa possuem uma banda
caracteristica de RNAdf, de aproximadamente 3100 pb que provavelmente corresponde
a uma particula viral da familia Totiviridae. A cura do RNAdf foi obtida pela primeira vez
na literatura para fungos do Género Guignardia utilizando-se temperatura
moderadamente elevada (37°C) e repique de ponta de hifa. Dados de RAPD e
sequenciamento da regido ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA comprovaram a isogenia das
linhagens contendo RNAdf e das curadas. Caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas
foram utilizadas a fim de avaliar a influéncia do RNAdf na patogenicidade de G.
citricarpa. Foram avaliados os parametros crescimento radial, taxa de producao de
esporos, formacéo de picnidios in vitro e em folhas de citros, germinagéo de esporos,
formagao e melanizagao de apressorios. Os resultados de crescimento radial e
producao de esporos foram inconclusivos. Com excegao da linhagem PC7LD6, parece
que a cura do RNAdf leva a diminuicao na producao de picnidios em folhas de citros.
Nos testes de produgao de esporos e apressorios em laminas, verificou-se que na
linhagem 33/05 contendo RNAdf a quantidade de esporos produzida foi
significativamente maior comparada a linhagem curada. A quantidade de apressorios
produzidos em laminas da linhagem PC33/05 foi maior que na linhagem PC33/05 1C
(curada). Entretanto os apressorios de ambas preparagdes apresentaram-se sempre
melanizados e septados. Desta forma, conclui-se que estas particulas virais parecem
contribuir para caracteristicas de patogenicidade do fungo, uma vez que sabe-se que o
sucesso de penetragao na planta hospedeira depende da formagao de apressorios.

Palavras chave: Guignardia citricarpa, G. mangiferae, P. spinarum, RAPD, ITS,
Hibridizagdo, Sonda Heterdloga de Regido Telomérica, RNAdf.



ABSTRACT

The phytopathogenic fungus Guignardia citricarpa (ascomycete) is the casual agent of
Citrus Black Spot (CBS), therefore extremely important to the Brazilian citriculture. The
citrus plants are also colonized by the endophyte species G. mangiferae and
Phyllosticta spinarum which are morphologically very similar to the pathogen. Little
information about the genetics of these species is available in the literature. So far, the
number of chromosomes in G. citricarpa and P. spinarum is still unknown. Several
studies speculate about the effects of double-stranded RNA (dsRNA) in the fungi’s
genomes. According to reports, in phytopathogenic fungi, the dsRNA changes the
pathogenicity of these fungi to the host plant. In this context, the aim of this work was to
determine the number of chromosomes in G. citricarpa, G. mangiferae and P. spinarum;
to develop a dsRNA cure protocol to the fungus G. citricarpa; and to estimate the
influence of dsRNA on morphological and physiological characteristics, which are
related to the pathogenicity, by comparison of isogenic strains cured or not from dsRNA.
The methodology used to determine the number of chromosomes was the hybridization
with a telomeric region probe from Botrytis cinerea marked with phosphor®?. The probe
was placed into the pTEL plasmid and on membranes containing genomic DNA from G.
citricarpa, G. mangiferae and P. spinarum, which were cleaved with restriction enzyme.
It was the first time that this methodology was used to estimate the number of
chromosomes in these three species of fungus, and the results confirmed the existence
of at least 8 chromosomes in G. mangiferae. It is also suggested the presence of at least
7 chromosomes in G. citricarpa and 6 chromosomes in P. spinarum. It became evident
that 5 strains of G. citricarpa possess a distinctive band of dsRNA of about 3100bp,
which probably corresponds to a virus-like particle of the family Totiviridae. According to
what is found in the literature, the cure of dsSRNA was first obtained for fungi of the
genus Guignardia by using moderately high temperatures (37°C) and by sampling the tip
of the hypha. RAPD and ITS1-5.8-ITS2 sequencing from rDNA confirmed the isogeneity
of the cured strains and the strains containing dsRNA. Morphological and physiological
characteristics were used to evaluate the influence of dsRNA in the pathogenicity of G.
citricarpa. Parameters such as radial growth rate, production of spores, formation of
pycnidia in vitro and on citrus leaves, spore germination and development and
melanization of appressoria were analyzed. The results on radial growth rate and
production of spores were inconclusive. With the exception of the PC7LD6 strain, it
seems that the cure of the dsRNA decreases the production of pycnidia on citrus leaves.
Testing the production of spores and appressoria on slides, it was found that in the
33/05 strain, which contained dsRNA, the quantity of spores produced was significantly
higher than the quantity produced by the cured strain. The quantity of appressoria
produced on slides by the PC33/05 strain was higher than the quantity produced by the
PC33/05 1C (cured). However, the appressoria of both preparations always appeared
melanized and septated. Thus, it follows that these virus-like particles seem to contribute
to the characteristics of pathogenicity of the fungus since it is known that the success in
penetrating the host plant depends on the formation of appressoria.

Keywords: Guignardia citricarpa, G. mangiferae, P. spinarum, RAPD, ITS,
Hybridization, Telomeric Region Probe, RNAdf.
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1. INTRODUCAO

O fungo Guignardia citricarpa é o agente causal da doenga Mancha Preta dos
Citros (MPC), que, atualmente, esta distribuida em regibes subtropicais do mundo,
entre elas, o Brasil (GOES et al., 2005). A MPC caracteriza-se pelas lesées com bordas
salientes e com depressao no centro, onde se observam pequenos pontos pretos, os picnidios.
As lesdes podem atingir os frutos maduros ou no inicio de maturagéo, podendo aparecer apds a
colheita, no transporte e armazenamento (ROBBS; BITTENCOURT, 1995). Esta doenga tem
causado grande prejuizo aos citricultores brasileiros. O género Guignardia, descrito em
1982 por Viala e Ravaz, compreende as formas teleomorficas de espécies de
Phyllosticta e de alguns outros géneros relacionados de fungos mitosporicos,
geralmente saprofitas ou semiparasitas de folhas (SIVANESAN, 1984). As estruturas de
frutificacdo sdo os picnidios, que macroscopicamente sao pequenos, globosos, pretos e
semi-eruptivos. A fase sexuada corresponde a producdo de ascoésporos em
pseudotécios, 0os quais se encontram em numero de oito no interior dos ascos
(SIVANESAN, 1984). Varios fungos deste género ja foram descritos como endofiticos
em diversos hospedeiros vegetais.

Quando um fungo é encontrado no interior de plantas durante pelo menos uma
parte de seu ciclo de vida e, aparentemente, ndo lhe causa danos, € denominado
endofitico. Os fungos endofiticos podem ser identificados por exame microscopico do
tecido vegetal ou podem ser isolados em meios de cultura, pois geralmente sao
intercelulares, enquanto que, os fungos fitopatogénicos s&o apontados como
causadores de varias doencgas. (STONE, 1988; CARROL, 1988; MOORE-
LANDECKER, 1996). Os modelos de interagao fungo endofitico e planta ainda nao sao
totalmente conhecidos, mas varios fatores envolvidos na colonizacdo da planta devem
ser comuns com espécies fitopatogénicas. O sucesso da penetragdo na planta
hospedeira pela maioria dos fungos, patogénicos ou nao, depende da diferenciacdo do
micélio em estruturas especializadas, denominadas apressorios (KUBO et al., 1996).

A presenca de RNAs dupla fita (RNAdf) em fungos tem sido relacionada a

diversas alteragbes fenotipicas nos seus hospedeiros. Em fungos fitopatogénicos,



20

varios autores tém relacionado a existéncia destes elementos com viruléncia alterada,
em geral, reduzida. A existéncia destas micoviroses nestes fungos também vém sendo
relacionadas com outras alteragdes morfoldégicas, como variagcbes nas taxas de
crescimento e reproducao destes fungos (KAVA-CORDEIRO, 2004).

Embora haja um grande numero de relatos sobre RNAs dupla fita em fungos, o
significado biolégico dessas micoviroses, incluindo sua influéncia na patogenicidade
e/ou influéncia no fendtipo do hospedeiro, ainda € incerto para a maioria dos casos.
Para que a interferéncia estabelecida pelo RNAdf seja compreendida, € necessario
obter linhagens isogénicas livres de RNAdf e assim comparar estas linhagens quanto
as possiveis alteragcbes morfolégicas e também quanto a capacidade de invasdao em
seus hospedeiros com as linhagens com o RNAdf. A cura do RNAdf pode ser realizada
utilizando ciclohexamida no meio de cultura ou através do isolamento de col6nias
monosporicas. Entretanto, tais metodologias ja foram testadas sem sucesso no fungo
G. citricarpa (MONTENEGRO, 2007). Assim, € premente o desenvolvimento de uma
metodologia de cura para este fungo. A comprovagao da isogenia das linhagens pode
ser realizada utilizando-se marcadores moleculares e sequenciamento de DNA.

Algumas técnicas moleculares utilizadas principalmente em fungos para a
caracterizacao da identidade do isolado s&o: Polimorfismos do DNA Amplificados ao
Acaso (RAPDs) e Sequenciamento das Regides Internas Transcritas (ITS1 e ITS2) do
DNA ribossémico (rDNA). Além de avaliarem a variabilidade genética, estes
marcadores moleculares podem determinar relagées filogenéticas, e também colaborar
na identificacdo de um determinado isolado. As sequéncias codificantes do rDNA
evoluem muito lentamente e sao altamente conservadas, possibilitando a sua utilizagao
em estudos de organismos pouco relacionados taxonomicamente. Ao contrario do
rDNA, as regides espagadoras internas destes genes, conhecidas como ITS, evoluem
rapidamente, apresentando alto polimorfismo, e sendo desta forma, de grande interesse
nos estudos filogenéticos de géneros, espécies e populagdes (WHITE; MORROW,
1990).

As espécies G. citricarpa, G. mangiferae e Phyllosticta spinarum sao

morfologicamente muito semelhantes e colonizam plantas citricas. Entretanto, enquanto
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G. citricarpa causa a Mancha Preta dos Citros, G. mangiferae e P. spinarum sao
endofiticas neste hospedeiro. Pouco se sabe sobre a genética destas espécies. Em
1999, Blanco sugeriu, por meio de eletroforese em campo pulsado, que a espécie G.
mangiferae possui pelo menos 8 cromossomos, totalizando um genoma de
aproximadamente 21,5 Mb. A técnica de eletroforese em campo pulsado revolucionou o
estudo citogenético da maioria dos fungos, sendo possivel a elaboragao de um cariétipo
eletroforético (0 genoma em bandas cromossomicas) determinando o numero e o
tamanho dos cromossomos (SKINNER; BUDDE; LEONG, 1991). Outra forma de
determinar o numero de cromossomos de determinada espécie fungica é pela
hibridizacdo de DNA gendmico digerido com uma enzima de restrigdo, com sondas de

regides teloméricas.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos:

e Desenvolver um protocolo de cura de RNAdf para o fungo G. citricarpa;

e Avaliar a influéncia de RNAdf em caracteristicas morfolégicas e relacionadas a
patogenicidade como: crescimento radial, produ¢do de esporos, germinagao e
melanizagdo de apressorio, comparando linhagens isogénicas do fungo G.

citricarpa curadas e n&o curadas do RNAdf;

e Comprovar a isogenia das linhagens curadas e infectadas com RNAdf por meio
de marcadores moleculares do tipo RAPD (Random Amplified Polymorphic

DNA), e por meio de sequéncias da regido ITS1-5,8S- ITS2 do DNA ribossomal;

e Determinar o numero de cromossomos em linhagens de Guignardia citricarpa, G.
mangiferae e Phyllosticta spinarum utilizando hibridizacdo com sonda heteréloga

de regido telomeérica.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 FUNGOS ENDOFITICOS E FUNGOS FITOPATOGENICOS

Sao denominados endofiticos aqueles fungos encontrados no interior de
plantas durante todo o seu ciclo de vida ou parte dele, e que aparentemente nao
causam danos ao hospedeiro. Considera-se, que entre esses fungos e seus
hospedeiros, existe uma relagdo mutualistica neutra. Por serem geralmente
intercelulares, os fungos endofiticos podem ser identificados por exame microscopico
do tecido vegetal, ou podem ser isolados em meios de cultura. Enquanto que, os fungos
fitopatogénicos sdo apontados como causadores de varias doengas (STONE, 1988;
CARROLL, 1988; MOORE-LANDECKER, 1996).

Dentre os fungos de isolamento frequente, destaca-se o género Phyllosticta,
que corresponde a forma anamorfica do ascomiceto Guignardia. A separacao de
espécies em Phyllosticta € baseada principalmente no hospedeiro do qual foi isolado, e
em caracteristicas morfolégicas dos picnidios, conidios e micélio. Na taxonomia deste
fungo, a importancia da especificidade com o hospedeiro tem sido superestimada, pois,
somente uma pequena fracdo de fitopatogénicos é realmente especifica a um
hospedeiro. Assim, existe uma dificuldade muito grande em se classificar isolados
desse género. Fungos do género Guignardia vém sendo associados a varias doengas
vegetais, inclusive a Mancha Preta de Citros (MPC). Linhagens deste género sao
isoladas do interior de tecidos de varias espécies de citros sem a MPC, ou seja, em
plantas assintomaticas, sendo entdo denominadas de endofiticas. Com o avango das
técnicas de biologia molecular, vem sendo possivel tragar um perfil mais preciso na
caracterizacao destas espécies e varias classificagdes estdo sendo revistas (VAN DER
AA, 1973; CARROLL; CARROLL, 1978; PETRINI, 1986; LEUCHTMANN et al., 1992;
JOHNSTON; FULLERTON, 1988; SIVANESAM, 1984).

Os modelos de interagao fungo endofitico e planta ainda ndo sao totalmente
conhecidos, mas varios fatores envolvidos na colonizagao da planta devem ser comuns

em espeécies fitopatogénicas. O sucesso da penetragdo na planta hospedeira pela
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maioria dos fungos, patogénicos ou nao, depende da diferenciagdo da hifa em
estruturas especializadas, denominadas apressoérios (KUBO et al.,, 1996). Algumas
especies de Colletotrichum, Magnaporthe e Phyllosticta produzem apressorio complexo
e fortemente pigmentado com melanina (SHAW; KUO; HOCH, 1998). Este pigmento
media a formacdo de uma pressao hidrostatica essencial para a acdo 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
producdo de apressoérios ndo pigmentados e nao funcionais, acarretando a
incapacidade do fungo penetrar na planta (WOLOSHUK; SISLER, 1982; BELL;
WHEELER, 1986; DEAN, 1997).

Ainda ndo existe uma distingdo exata entre microrganismos epifiticos,
endofiticos e patogénicos. Como bem expressa Azevedo (1998), um microrganismo
epifitico pode, eventualmente, ser encontrado dentro de um vegetal; um endofitico, em
certas condi¢cbes, pode tornar-se um patdégeno e um patdégeno, em determinadas
condicdes, ndo afeta o seu hospedeiro, podendo ser considerado um endofitico.

A comunidade endofitica, cuja composigdo varia em fungdo do hospedeiro e
das condigcdes ambientais, se inter-relaciona dentro da planta, em um equilibrio
harménico. A quebra dessa harmonia afeta o comportamento de todos os integrantes
da comunidade, dando condi¢gdes para que fungos oportunistas manifestem seu
potencial patogénico ao hospedeiro (MAKI, 2006).

Ocorre também, em outros casos, como observa Clay, (1987) em que as
interacdes planta-endofitico geram um melhor desempenho da planta, como maior
tolerancia ao ataque de insetos (CARROLL; CARROLL, 1978; CLEMENTE et al., 1990;
CARROLL 1988), resisténcia a doengas e parasitas (WHITE; COLE, 1985; WHITE;
COLE, 1986; CLARK; MILLER; WHITNEY, 1989; CALHOUN et al., 1992) e
antiherbivoria pela producao de toxinas (WHITE; COLE, 1985).

Bactérias e fungos endofiticos, podem ser capazes de produzir metabdlitos
secundarios que inibem o desenvolvimento de patégenos (LI et al., 2001; STROBEL et
al., 2001; ZOU; TAN, 2001), anti-helminticos e inseticidas (AZEVEDO et al., 2000;



25

ESPOSITO; AZEVEDO, 2004), apresentando grande potencial que pode ser explorado
na agricultura (ZOU; TAN, 2001).

O isolamento de fungos endofiticos pertencentes a espécies historicamente
patogénicas tem levado ao uso do termo “endofitismo” como sinbnimo de laténcia,
presumindo que alteragdes nas condigdes microambientais levariam ao surgimento de
sintomas, sugerindo assim transi¢coes entre os estados endofitico e patogénico. Este é
0 caso de alguns sistemas plantas-microrganismos, mas n&do pode ser considerado
regra (KAVA-CORDEIRO, 2004).

Os microrganismos endofiticos penetram nos tecidos vegetais de seus
hospedeiros pelos estdmatos e raizes, ferimentos ou cicatrizes, ou ainda através da
secrecdo de enzimas hidroliticas (ESPOSITO; AZEVEDO, 2004). A penetragdo pode
ocorrer por meio de esporos levados pelo vento ou hifas que invadem os tecidos.
Muitos enddfitos produzem massas de conidios delgados, caracteristica associada com
a dispersdo por chuvas (RIBEIRO, 1995). Outra forma de propagacado se da pela
transmissdo vertical por meio de sementes (WHITE; MORGAN-JONES; MORROW,
1993; CLAY, 2004).

Utilizando a técnica de microscopia eletrénica de varredura (MEV) Strobel et al.
(2000) detectou acérvulos de Pestalotiopsis microspora e estruturas sexuadas de P.
hansenii, ambos fungos endofiticos produtores de taxol. Pimentel et al. (2001a)
observou conidios, conidioforos e fialides dos fungos entomopatogénicos Beauveria sp.
isolado do milho e Paecilomyces sp. isolados do milho e da soja. Glienke-Blanco et al.
(2002), analisando a variabilidade genética de G. citricarpa isolada de citros
observaram picnididésporos, conidiéforos, ascos jovens, ascosporos, hifas e outras
estruturas através de microscopia optica.

Independentemente dos métodos utilizados para detecgdo dos microrganismos
endofiticos, sdo importantes os cuidados que devem ser tomados durante o processo
de isolamento, removendo a microbiota epifitica e outros contaminantes externos da
superficie das folhas, peciolos e sementes (MOORE-LANDECKER, 1996).

Existe uma diversidade enorme de microrganismos endofiticos presentes no

interior de plantas saudaveis com grande potencial para serem estudados. Dreyffus e
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Chapella (1994) estimam que ocorram, no minimo, um milhdo de espécies de fungos
endofiticos. No Brasil, exemplos desta diversidade podem ser encontrados nos
trabalhos de Pereira, Azevedo e Petrini (1993); Pereira (1993); Glienke (1995); Souza
(1996); Araujo (2000); Rodrigues e Dias-Filho (1996); Azevedo (1998); Maitan (1998);
Araujo, Silva e Azevedo (2000); Pimentel et al. (2001a); Pimentel et al. (2001b); Souza,
Astolfi e Pereira (2001); Souza et al. (2004); Rubini et al. (2005); Almeida, Yara e
Almenida (2005).

De cada planta hospedeira pode-se isolar espécies endofiticas com grande
diversidade genética. Tal diversidade foi encontrada em isolados do fungo Guignardia
citricarpa e G. mangiferae, obtidos de citros (GLIENKE, 1995), em duas espécies de
Colletotrichum sp. isoladas de Maytenus ilicifolia (PILEGGI, 2006) e também
Pestalotiopsis sp. isolados de Maytenus ilicifolia (FIGUEIREDO, 2006). A diversidade
das espécies pode variar de acordo com o hospedeiro, distribuicdo geografica, idade da
planta, condi¢gdes ecoldgicas e sazonais, incluindo altitude e precipitagdo. Uma ou duas
espécies sao predominantes como endofiticas em um dado hospedeiro, enquanto
outros isolados sédo pouco frequentes (CARROLL; CARROLL, 1978; ARNOLD et al.
2003). Além da produgdo de antimicrobianos, fungos endofiticos podem excluir
patdégenos que ocupem o0 mesmo nicho ecoldgico, por competicdo, como relatado por
Bao e Lazarovits (2001) com Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici patogénico e

Fusarium oxysporum nao patogénico.

3.2 O GENERO Guignardia (Viala e Ravaz) E SEU ANAMORFO Phyllosticta (Pers. Ex
Desm.)

O género Guignardia foi descrito em 1982 por Viala e Ravaz, e compreende as
formas teleomorficas de espécies de Phyllosticta e de alguns outros géneros
relacionados de fungos mitosporicos geralmente saprofitas ou semiparasitas de folhas
(SIVANESAN, 1984).

Diversos autores isolaram espécies de Phyllosticta de plantas aparentemente
sadias, descrevendo-as como endofiticas (CARROLL; CARROLL, 1978; PETRINI,
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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 econdmica como arroz (SUGHA; SINGH; SHARMA,
1986), cana-de-agucar (PONS, 1990), tabaco (PATEL; PATEL,; TILVA, 1988), eucalipto
(CROUS et al.,, 1993) e também frutiferas como abacate e tomate (BAKER, 1938),
manga e mamao (McMILLAN, 1986), uva (IBRAHIM; BAYCA, 1989) e, principalmente,
em citros (McONIE, 1964; HERBERT; GRECH, 1985; JOHNSTON; FULLERTON,
1988).

O fungo Guignardia citricarpa Kiely (anamorfo: Phyllosticta citricarpa (McALP.)
Van Der Aa) € um Loculoascomiceto da ordem Dothideales, familia Dothideaceae.
Possui estroma plectenquimatoso, pseudotécio globoso a subgloboso medindo 125 a
360 ym de diametro contendo um poro de 14 a 16 ym e paredes espessas com 20 a 22
pm. Seu asco apresenta forma de clava, arredondado na extremidade superior e é
bitunicado. Contém oito ascdsporos unicelulares, hialinos, ligeiramente cinzentos,
rombdides, contendo grénulos e um grande vacuolo central. Os ascésporos sao
cobertos com um quepe gelatinoso nas extremidades. Segundo Sivanesam (1984)
pseudoparafises sdo encontradas em pseudotécios maduros. De acordo com Johnston
e Fullerton (1988), as formas anamorfas e teleomorfa geralmente sdo encontradas
associadas.

Cardoso-Filho (2003) avaliou o uso de indutores de resisténcia Saccharomyces
cerevisiae, Bion® (acibenzolar- S- metil) e acido salicilico ao fitopatdgeno G. citricarpa.
O autor destaca que os compostos presentes no albedo (mesocarpo) da laranja, como
a celulose, carboidratos soluveis, pectinas, compostos fendlicos (flavonodides),
aminoacidos e vitaminas podem exibir agdo antimicrobiana para o controle da MPC.
Neste contexto, ele avaliou os extratos produzidos pelo albedo da laranja e comprovou
acao fungicida ou fungistatica, inibindo a germinagdo, esporulagdo e crescimento
micelial in vitro, de G. citricarpa.

Fialho (2004) avaliou in vitro, o potencial de linhagens de S. cerevisiae como
agentes no controle biolégico contra G. citricarpa, nos frutos pds-colheita. Rodrigues

(2006) avaliou o efeito dos principais fungicidas utilizados no campo para o controle da
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doenca. Também avaliou 96 linhagens de fungos, para a sele¢ao de potenciais agentes
no controle bioldgico, demonstrando que algumas espécies de Trichoderma, sao
capazes de atuar in vitro, como biocontroladores do fitopatoégeno G. citricarpa.

Dados moleculares tém fornecido informacgdes para que varios autores revisem
e ajustem a classificacdo de espécies de G. citricarpa e Phyllosticta. Estes dados
também vém sendo utilizados para demonstrar o grande grau de variabilidade genética
intraespecifica. Blanco (1999) e Christo (2002) observaram esta variabilidade entre
linhagens isoladas de lesdo de Mancha Preta de Citros (MPC), ou seja, linhagens de G.
citricarpa, utilizando dados de RAPD. Esta variabilidade também foi evidenciada em
linhagens isoladas em plantas assintomaticas, atualmente descritas como Guignardia
mangiferae (GLIENKE-BLANCO et al., 2002; CHRISTO, 2002; BAAYEN et al., 2002;
RODRIGUES, 2004).

Em 1999, Blanco comparou geneticamente, por meio de marcadores de RAPD,
linhagens de populagdes patogénicas e endofiticas de Guignardia spp. de diversas
regides e hospedeiros. Constatou-se a existéncia de trés populagdes de Guignardia
geneticamente muito diferentes coexistindo em citros, sendo duas endofiticas e uma
patogénica, sugerindo que talvez estas trés populagdes pudessem pertencer a espécies
distintas. O desenvolvimento de um par de oligonucleotideo iniciador capaz de
amplificar um fragmento de 370 pb, especifico para linhagens patogénicas de G.
citricarpa, veio a corroborar para distingdo genética entre estes grupos (GLIENKE et al.,
2007).

Analises morfolégicas de uma linhagem de Phyllosticta, isolada de Ericaceae,
realizadas por Okani (2001), permitiram a sua inclusdo no género Guignardia
(Anamorfo: Phyllosticta). Analises moleculares da regido ITS1, 5,8S e ITS2 indicaram a
existéncia de total identidade com o fungo Phyllosticta capitalensis e os autores
denominaram esta nova espécie de G. endophyllicola. Estudos de populagdes de G.
citricarpa (Anamorfo: Phyllosticta citricarpa) e Guignardia spp. provenientes de diversas
regides e espécies hospedeiras, foram realizados por Glienke-Blanco et al. (2002) e
Baayen et al. (2002), através de analises de sequéncias ITS, marcadores RAPD, AFLP

e caracteristicas morfologicas. Os resultados revelaram que as linhagens isoladas de
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lesées de MPC pertencem a espécie G. citricarpa, enquanto as linhagens endofiticas,
isoladas de plantas e frutos sadios de Citrus spp. pertencem a espécie G. mangiferae
(Anamorfo: Phyllosticta capitalensis), e/ou a outras descri¢des sinbnimas, como: G.
endophyllicola (Anamorfo: Phyllosticta capitalensis), Guignardia sp (Anamorfo: P.
anacardiacearum), Guignardia psidii, entre outros. Os autores sugerem, ainda, que a
denominacdo mais correta para a forma teleomoérfica de Phyllosticta capitalensis, seria
Guignardia mangiferae, por ter sido a nomenclatura mais antiga associada a espécie.
Deve-se considerar, portanto, que o simples isolamento de Guignardia a partir de
tecidos sintomaticos ou ao contrario, isolamentos a partir de tecidos assintomaticos, nédo
se constitui em garantia de se tratar de G. citricarpa e G. mangiferae, respectivamente,
como demonstrado por Baldassari (2005).

A espécie Guignardia mangiferae (Phyllosticta mangiferae) tem sido descrita na
literatura como sendo o agente causal de necrose em folhas de manga (MENEZES;
OLIVEIRA, 1993), apresentando caracteristicas morfolégicas extremamente
semelhantes as observadas em G. citricarpa, o que tem dificultado a identificacdo de
frutos e folhas livres da MPC. Por outro lado, McMillan (1986) identificou o fungo G.
citricarpa como o agente causal de doencgas em folhas da manga apenas com base em
caracteristicas morfolégicas. Stringari (2004), utilizando caracteristicas morfolégicas e
dados moleculares de marcadores RAPD e sequénciamento da regido ITS1 e ITS2 do
rDNA, analisou a variabilidade genética entre linhagens patogénicas de G. citricarpa
(isoladas de lesbées da MPC) e linhagens endofiticas de Phyllosticta sp e G. mangiferae
(isoladas de folhas assintomaticas) de diversas regides e hospedeiros (citros, erva-
mate, goiabeira e mangueira). A alta similaridade genética entre os isolados
endofiticos, sugeriu a identificagdo como G. mangiferae (Anamorfo: Phyllosticta
capitalensis), corroborando com os estudos anteriores, onde foram utilizados
marcadores RAPD (CHRISTO, 2002), sequéncias ITS e dados de AFLP (BAAYEN et
al., 2002).
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3.3 MANCHA PRETA DO CITROS

A doenga mancha preta dos citros (MPC) foi descrita na Australia em 1885 por
Kiely, posteriormente na Africa do Sul, como conseqiiéncia da importagdo de mudas da
Australia. Atualmente esta distribuida em regiées subtropicais do mundo, entre elas o
Brasil (GOES et al., 2005).

O ciclo da doenga (MPC) inicia-se com a disseminacdo dos conidios ou
picnidiésporos (esporos assexuais) e ascosporos (esporos sexuais) do fungo
Guignardia citricarpa. Os conidios (picnididsporos) sdo responsaveis pelas infecgdes a
curta distdncia e estdo localizados no interior dos picnidios oriundos dos frutos
infectados. Um agregado de conidios emerge através da abertura do picnidio (ostiolo),
dissolve-se na agua da chuva, orvalho ou irrigacédo, e cai sobre os pequenos frutos
susceptiveis que se formam apds as floradas. Ja os ascOsporos sdo responsaveis pela
disseminagao a curta e longa distancia, pois sdo langados dos pseudotécios que se
formam em folhas caidas ao solo, e sao levados por correntes aéreas, infectando
pequenos frutos susceptiveis (ROBBS, 1990).

Em estudo epidemiolégico da MPC, Sposito et al. (2008) analisou 27270 frutos
colhidos de 303 arvores no Estado de S&o Paulo, quanto a incidéncia da doenca
(porcentagem de frutos doentes por arvore) e quanto a severidade da doenga (area
com sintoma do fruto). Os autores encontraram frutos doentes em 251 arvores da 303
analisadas (83%), com diferentes niveis de incidéncia. Algumas arvores tinham a
maioria das frutas com lesdes agregadas e de alta gravidade, enquanto outras tinham a
maioria das frutas com poucas lesdes e baixa gravidade. Segundo os autores, quando
0 agente patogénico € disperso pela agua da chuva, esta pode transportar muitos
esporos de uma vez, formando uma lesdo. O padrdo de sintomas resultantes a partir
deste tipo de dispersédo é tipicamente agregada. Os autores concluiram que além dos
ascosporos os conidios também sao importantes indculos na epidemiologia da doenga.

A MPC caracteriza-se por apresentar lesdes com bordas salientes e com depressao

no centro, onde se observam pequenos pontos pretos, os picnidios. As lesdes podem atingir os

frutos maduros ou no inicio de maturacao, podendo aparecer apds a colheita, no transporte e
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armazenamento (ROBBS; BITTENCOURT, 1995). A MPC afeta apenas a casca do fruto e o
flavedo (epicarpo), sem causar dano internamente, limitado pelo albedo (mesocarpo).
Porém, sua comercializagdo no mercado de frutas é prejudicada, assim como a sua
exportacdo devido a barreira fitossanitaria existente na Unido Européia, por ser uma
doencga quarentenaria A1. Nos casos em que a doenga atinge o pedunculo do fruto,
pode ocorrer a queda prematura do fruto, aumentando as perdas na producao e até
limitando seriamente a citricultura em varios estados brasileiros (GOES et al., 2005;
ROBBS; BITTENCOURT, 1995).

3.4 MARCADORES MOLECULARES

A variabilidade genética em microrganismos pode ser detectada por técnicas
classicas ou moleculares. As técnicas classicas baseiam-se na analise de fendtipos a
partir da caracterizagdo morfolégica (producdo de conidios, crescimento radial da
colénia), ou bioquimica (produgao de substancias), entretanto nem sempre fornecem
dados suficientes para conduzir estudos populacionais e muitas vezes, de sistematica.
As técnicas moleculares, por sua vez, fornecem ferramentas para evidenciar e entender
melhor diversos aspectos relacionados direta ou indiretamente com o DNA. Desta
forma, a analise dos acidos nucléicos vem sendo amplamente utilizada na diferenciacéo
de organismos e no esclarecimento taxonémico e filogenético dos organismos
estudados (ALBERTS et al., 2004).

Os diversos métodos de deteccdo de polimorfismo genético diretamente nos
acidos nucléicos tém permitido a analise molecular da variabilidade do DNA,
determinando pontos de referéncia nos cromossomos, tecnicamente denominados
marcadores moleculares. Por marcador molecular define-se todo e qualquer fendtipo
molecular oriundo de um gene expresso, ou de um segmento especifico de DNA
(GRATTAPAGLIA; FERREIRA, 1998).

Os dados moleculares frequentemente complementam e corroboram hipoteses
baseadas em estudos morfolégicos, embora, algumas vezes os resultados obtidos da

analise de DNA sejam conflitantes com dados de analises exclusivamente fenotipicas.
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Esta contradicdo pode ser observada principalmente na classificagdo taxondmica de
microrganismos (SAMUELES; SEIFERT, 1995).

Algumas técnicas moleculares utilizadas principalmente em fungos para a
deteccdo do polimorfismo genético de sequéncia de DNA s&o: Eletroforese em Campo
Pulsado (PFGE), Polimorfismos dos fragmentos de Restricdo (RFLPs), Polimorfismos
do DNA Amplificados ao Acaso (RAPDs), Sequenciamento das Regides Internas
Transcritas (ITS1, ITS2, ITS4 e ITS5) do DNA ribossémico (rDNA). Além de avaliarem a
variabilidade genética, estes marcadores moleculares podem determinar relagdes
filogenéticas, como também colaborar na identificagdo de um determinado isolado. Tais
marcadores podem ser gerados independentemente do fendtipo e revelarem
polimorfismos altamente informativos em sequéncias de DNA (ALBERTS et al., 2004,
BAAYEN et al., 2002; BONANTS et al., 2003; PANDEY; REDDY; SURYANARAYANEN,
2003; RODRIGUES et al., 2004; STRINGARI, 2004)

A técnica de eletroforese em campo pulsado consiste na alteragdo da
orientagdo dos campos elétricos periodicamente. Assim, as moléculas maiores dos
cromossomos demoram mais tempo para se reorientar no novo campo, € em
consequéncia levam mais tempo para comecgar a migrar. Essa técnica veio a contribuir
para a elucidagao dos cariotipos de fungos, uma vez que estes sdo muito pequenos em
comparagao com outros eucariotos, o que tornava impossivel a realizagcdo de cariétipos
convencionais (ALBERTS et al., 2004).

A técnica de RFLP passou a ser utilizada com a descoberta de que os sitios
para enzimas de restricdo poderiam ser polimérficos, ou seja, alteragcbes em um unico
par de bases, que muitas vezes sido neutras, poderiam ser detectadas pela presenca ou
auséncia destes sitios para endonucleases. Esta técnica propiciou a introducdo de um
elevado numero de marcadores moleculares nas analises de variabilidade genética
(ALBERTS et al., 2004). Dentre as inumeras aplicagdes dos marcadores RFLP pode-se
citar o estudo da evolugdo do genoma; a identificacdo de genes especificos; o estudo
de genética de populagbes; a taxonomia e obtengdo de mapas genéticos
(MICHELMORE; PARAN; KESSELI, 1991). Entretanto, seu uso torna-se limitado, pois &
necessario DNA de alta qualidade e em grande quantidade (GLIENKE, 1995).
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O uso do DNA ribossomal (rDNA) como marcador molecular, também pode ser
empregado na andlise da variabilidade genética, para uma ampla faixa de niveis
taxondmicos. As sequéncias codificantes do rDNA evoluem muito lentamente e séo
altamente conservadas, possibilitando a sua utilizagdo em estudos com organismos
pouco relacionados taxonomicamente. Ao contrario do rDNA, as regides espagadoras
internas destes genes, conhecidas como ITS, evoluem rapidamente, apresentando alto
polimorfismo, e sendo desta forma, de grande interesse nos estudos filogenéticos de
géneros, espécies e populagdes (WHITE; MORROW, 1990).

A reacédo em cadeia da polimerase (PCR) tornou-se uma das mais importantes
e utilizadas técnicas da Biologia Molecular, por apresentar rapidez, baixo custo e
capacidade de amplificacdo de pequenas quantidades de DNA (MULLIS; FALOONA,
1987; WHITE; COLE, 1986).

Concebida por Kary Mullis em meados da década de 80, a técnica baseia-se
na amplificacdo de fragmentos de sequéncias de DNA com alta especificidade e
fidelidade, utilizando oligonucleotideos iniciadores especificos ou ndo. Tais
oligonucleotideos iniciadores delimitam a sequéncia de DNA gerando um sinal
molecular que pode ser amplificado (MULLIS; FALOONA, 1987; WHITE; COLE, 1986;
MCPHERSON, 1991; GRATTAPAGLIA; FERREIRA, 1998).

A PCR consiste em uma técnica in vitro capaz de produzir multiplas cépias de
sequéncias especificas de DNA. Alterando-se as condi¢cdes de reacdo, a PCR pode
amplificar cadeias simples de DNA, detectar e distinguir entre genes portadores de
mutacdo em uma unica base ou proporcionar suficiente DNA para analise e/ou
manipulagdo subsequénte (WALKER; RAPLEY, 1999). Uma das limitagbes da técnica
PCR é a necessidade do conhecimento prévio da sequéncia que flanqueia o segmento
a ser amplificado para que os nucleotideos possam ser construidos (WATSON et al.,
1992; ALBERTS et al., 2004). A técnica de RAPD, entretanto, ndo apresenta este
obstaculo, pois segundo Williams et al. (1990) baseia-se na amplificacdo de segmentos
de DNA por um unico oligonucleotideo iniciador de sequéncia arbitraria que amplifica

varias regides simultaneamente.
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3.4.1 Marcadores RAPD

O RAPD ¢é baseado em polimorfismo amplificado ao acaso, e envolve a
utilizacdo de oligonucleotideos iniciadores de sequéncia arbitraria, que amplificam
varias regides simultaneamente (WILLIAMS et al., 1990; WELSH; McCLELLAND, 1990;
VILARINHOS et al.,, 1995; FUNGARO et al., 1996; ALZATE-MARIN et al., 1997;
ABBASI et al., 1999; PAAVANEM-HUHTALA; AVIKAINEM; YLI-MATTILA, 2000). Dessa
forma, ndo € necessario o desenvolvimento prévio de uma biblioteca de sondas
especificas para o organismo de interesse.

A técnica de RAPD utiliza o mesmo principio da PCR (SAIKI et al., 1985). A
principal diferenca entre a PCR usual e o RAPD esta na reacdo de amplificacdo que
utiliza apenas um unico oligonucleotideo iniciador, com sequéncia arbitraria de 10 a 15
bases. A amplificagdo somente ocorre se este oligonucleotideo iniciador for
complementar a um sitio em uma das fitas, e complementar a um mesmo sitio
(orientagdo invertida) na outra fita de DNA (GRATTAPAGLIA; FERREIRA, 1998).
Segundo Williams et al. (1993), o tamanho ideal do oligonucleotideo para amplificagao
de RAPD é em torno de dez bases, devendo seu conteudo GC ser em torno de 50 a
70%, e no minimo de 40%. Além disso, os oligonucleotideos ndo devem conter
sequéncias palindrédmicas, a fim de evitar o autopareamento.

Os marcadores RAPD tém sido amplamente utilizados para o estudo de
diversos grupos de seres vivos. A partir dos marcadores moleculares clonados e
sequénciados ha a possibilidade de sintetizar oligonucleotideos iniciadores especificos
aumentando o seu poder de resolucdo. Esses marcadores permitem caracterizar e
avaliar o grau de similaridade genética entre gendtipos inter e intraespecificos, sendo
altamente sensivel a diferengcas de até um unico nucleotideo entre o oligonucleotideo e
o DNA molde. Permitem ainda, analisar a estrutura genética em popula¢des naturais,
populagbes de melhoramento e bancos de germoplasma; a constru¢cado de mapas
genéticos de alta cobertura gendmica, a localizagdo de genes que determinem

caracteristicas de interesse econdmico, e ainda a obtencdo de novos marcadores para
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diagnodsticos via PCR (FUNGARO; VIEIRA, 1998; FUNGARO, 2000; GLIENKE-
BLANCO et al. 2002; ANCHORENA-MATIENZO, 2002).

Diferentes niveis taxonémicos podem ser inferidos através de marcadores
RAPD, cujos padrdes podem apresentar-se como variaveis, quando polimorficos, e
constantes, quando nao-polimérficos. A variabilidade genética existente em isolados de
Fusarium oxysporum foi avaliada utilizando a técnica de RAPD (BENTLEY; PEGG;
DALE, 1994; MANULIS et al., 1993; SILVA-HANLIN; HANLIN, 1999; WOO et al., 1996;
WOUDT et al., 1995; WRIGHT et al., 1996).

Pioli et al. (2003) caracterizaram, pela técnica de RAPD, isolados do complexo
Diaporthe/Phomopsis coletados de soja na Argentina, eles foram separados em quatro
grupos (i) Diaporthe phaseolorum variedade meridionalis, (ii) D. phaseolorum variedade
caulivora, (iii) D. phaseolorum variedade sojae, e (iv) Phomopsis longicolla, revelando a
existéncia de variabilidade entre isolados da mesma variedade, que pode ser
demonstrada utilizando esse marcador. Fernandez e Hanlin (1996), obtiveram
resultados concordantes entre a analise molecular por RAPD e as caracteristicas
morfoculturais, separando os isolados coletados de soja em dois grupos: Diaporthe
phaseolorum e Phomopsis longicolla.

A técnica RAPD também é utilizada como um método eficiente na
diferenciagcdo de microrganismos patogénicos e nao patogénicos. Guthirie et al. (1992)
e Vasconcelos (1994) caracterizaram diferentes espécies do género Colletotrichum
diferenciando-as quanto a sua patogenicidade. Grajal-Martin, Simon e Muehlbauer
(1993) conseguiram diferenciar o tipo 2 de Fusarium oxysporum f. sp. pisi de trés
outros grupos, por marcadores RAPDs. Da mesma maneira, isolados patogénicos de
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi que atacam cravos, puderam ser distinguidas de
varios nao patogénicos pela mesma técnica (MANULIS et al., 1993). Blanco (1999),
utilizando seis oligonucleotideos iniciadores de RAPD confirmou a existéncia de trés
populacdes distintas de G. citricarpa coexistindo em citros, sendo duas endofiticas e
uma patogénica, responsavel pelas lesdes da mancha preta nos citros. Glienke-Blanco

et al. (2002) utilizando sete oligonucleotideos iniciadores de RAPD, encontraram alta



36

variabilidade genética em linhagens endofiticas de G. citricarpa, isoladas de plantas
assintomaticas de citros.

Em 1999 foi identificado por Blanco um marcador molecular do tipo RAPD,
exclusivo de linhagens patogénicas de citros do fungo G. citricarpa. A banda foi
recuperada do gel, clonada e sequénciada. Esta sequéncia, aparentemente, ndo é
codificadora e, a partir dela, foi desenhado um par de oligonucleotidios iniciadores para
amplificar esta sequéncia por PCR. Desta forma, linhagens de G. citricarpa podem ser
identificadas e também com a utilizagdo destes oligonucleotidios iniciadores, existe a
possibilidade de um diagndstico rapido de plantas infectadas com linhagens
patogénicas deste fungo, mesmo antes do aparecimento das lesdes que caracterizam a

doencga.

3.4.2 Marcadores ITS

O DNA ribossdmico contido nas regides organizadoras de nucléolos (NOR),
tem sido objeto de um grande numero de estudos, com diversas aplicagbes em
genética, evolugdo e melhoramento. Tal interesse esta diretamente relacionado a
estrutura destas regides, que se encontra em locais especificos do genoma, e repetidos
em sequéncias inumeras vezes. A fungao do rDNA é codificar as diferentes moléculas
de RNA ribossémico (WHITE; MORROW, 1990).

Segundo White e Morrow (1990), as regides espagadoras internas (ITS),
evoluem rapidamente, apresentando alto polimorfismo, ao contrario do rDNA e sendo
assim, essas regides sdo de grande interesse nos estudos filogenéticos com relagao a
género, espécies e populagoes.

Esta caracteristica permite, ainda, a sua utilizacdo na obtencdo de
polimorfismos de comprimento de fragmentos (RFLP) nos loci de rDNA. O numero de
copias de uma determinada sequéncia de rDNA, e variagcdes de nucleotideos nestas

sequéncias, também tém sido utilizados em tais estudos (FERREIRA, 1994).
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Manulis, et al. (1993) avaliaram a relagao filogenética e variagao genética
dentro de 24 isolados do complexo Fusarium solani por meio da sequéncia de rDNA e
marcador RFLP, e concluiram que esta espécie é formada por espécies filogenéticas
distintas. Utilizando a mesma técnica, Ouellet e Seiffert (1993) diferenciaram F.
graminearum de outras 11 espécies que atacam trigo, além de terem permitido a
identificacdo de diversas ragas desta espécie, provenientes de isolados
morfologicamente semelhantes. Jasalavich, Ostrofsky e Jellison (2000) utilizaram os
oligonucleotideos iniciadores ITS1 e ITS4 (especifico para basidiomicetos) na
identificacdo de diferentes espécies. A amplificagdo da regiao 1TS1-5,8S-ITS2 detectou
a presenca de Basidiomicetos em diferentes amostras. Testes complementares foram
realizados no produto da amplificagdo, por meio da técnica de RFLP, permitindo a
identificacdo de espécie.

Mostert et al. (2001) usaram analise filogenética das regides 5,8S, ITS1 e ITS2,
e com o uso de sequéncia mitocondrial para auxiliar a elucidacdo da taxonomia de
espécies de Phomopsis obtidas de vinhedos. Eles observaram que os fungos
endofiticos tratavam-se de Diaporthe perjuncta e Phomopsis sp grupo 1. Ja os isolados
patogénicos e com alta viruléncia pertenciam a espécie viticola, assim como os isolados
descritos em estudos anteriores como Phomopsis grupo 2. Eles também puderam
elucidar que os isolado descritos na Australia como Phomopsis taxon 4 tratavam-se de
Libertella sp, excluindo-o do complexo P. viticola. Djaquida et al. (2004) utilizaram o
sequénciamento das regides ITS1, 5,8S e ITS2 e do gene mitocondrial atp6 para avaliar
a diversidade molecular de linhagens patogénicas ao girassol de Diaporthe helianthi

(anamdérfico Phomopsis helianthi) isolados de diferentes origens geograficas.

3.5 RNA DUPLA FITA EM FUNGOS

A presenga de RNAs dupla fita em fungos tem sido relacionada a diversas
alteragdes fenotipicas nos seus hospedeiros (BOLAND, 1992; ELLISTON, 1982; DAY et
al, 1997; ZHOU e BOLAND, 1999). Em fungos fitopatogénicos, varios autores tém

relacionado & existéncia destes elementos com viruléncia alterada, em geral, reduzida.
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A existéncia destas micoviroses nestes fungos também vem sendo relacionada com
outras alteracbes morfoldgicas, como variagdes nas taxas de crescimento e reprodugao
destes fungos (BOLAND, 1992; ELLISTON, 1982).

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 sdo encapsulados e
parecem estar associados a membrana do fungo hospedeiro (MARTINS et al., 1999).

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

Em recente revisdo, 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
didmetro;

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

(estas trés familias sao exclusivas de fungos)

- Partitiviridae: genoma com dois segmentos, com capsidio protéico icosaédrico com 30
a 40 nm de didmetro (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 € mamiferos

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 ndo podem infectar através

da parede celular intacta (TIAGO, 2001). Segundo Buck (1986), os micovirus nao tém
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habilidade de lisar as células do hospedeiro, sendo que o unico 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 transmissao dos micovirus através da reproducao sexual em populagdes fungicas.

A identificacdo das bandas extras, correspondentes a RNA dupla fita, é
relativamente simples. Deve ser utilizado um protocolo de extracdo de acidos nucléicos
e posterior visualizagao destes acidos nucléicos em gel de agarose. A confirmagao da
natureza das bandas extras, quando encontradas, geralmente é feita com tratamentos
com DNAse e RNAse. Alguns fungos como o Uncinula necator, fitopatogénico e
biotrofico obrigatério, exigem adaptagdes no protocolo convencional conforme descrito
por Délye e Corio-Costet (1998). Pesquisas indicam que essas particulas virais estao
presentes em, aproximadamente, 30% de todas as espécies de fungos (BUCK, 1986).

Geralmente, RNAs dupla fita sdo latentes ou cripticos mas, em alguns casos,
fendtipos particulares s&o observados em fungos que contém esses micovirus
(CASTRO et al., 1999). A presenca de certos elementos de RNAdf esta fortemente
correlacionada com alteragdes na patogenicidade, principalmente hipoviruléncia
(BOLAND, 1992; DALZOTO et al.,, 2006). Todavia, infeccbes por RNAdf podem,
também, alterar a morfologia da col6nia e reduzir a taxa de crescimento e esporulagao
de seus hospedeiros (ELLISTON, 1982). Boland (1992) cita uma possivel associagao
entre RNAdf e hipoviruléncia no fungo Sclerotinia sclerotiorum, ja que isolados
virulentos ndo apresentaram esses elementos e a transmissdo de RNAdJf ocorreu
associada com o fendtipo 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 produgdo e/ou um atraso na
producdo 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,



40

Melzer e Boland (1996) verificaram que a presenca 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 esporulagéo, alteragdo da morfologia da colbénia e redugédo no 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 degeneragao celular em seu citoplasma, inclusive com o
desaparecimento de organelas.

Chu et al. (2002) evidenciaram a presenga de RNAdf em linhagens de
Fusarium graminearum e, entdo, analisaram com mais detalhes uma destas linhagens,
verificando mudangas morfolégicas como redugcdo do crescimento, aumento da
pigmentacado, reducao da viruléncia para trigo e decréscimo na producédo 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. Dalzoto et al. (2006) relatou alteragdes relacionadas ao RNAdf em Beauveria
bassiana, esses elementos foram relacionados a hipoviruléncia desse fungo, onde a
média de mortalidade contra o inseto Euschistus heros foi reduzida em linhagens
contendo RNAdf quando comparado com a isogénica livre de RNAdf.

Embora haja um grande numero de relatos sobre RNAs dupla fita em fungos, o
significado biolégico dessas micoviroses, incluindo sua influéncia na patogenicidade
e/ou influéncia no fendtipo do hospedeiro, ainda € incerto para a maioria dos casos.
Consequéntemente, estas infec¢des tém gerado grande interesse e tém se tornado alvo
de extensas pesquisas, especialmente em fitopatégenos onde ha um grande potencial

na utilizacdo de RNAs dupla fita como agentes de controle bioldgico, utilizando a
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hipoviruléncia que estes virus podem conferir a estes fungos (KAVA-CORDEIRO,
2004).

Resultados 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
doengca vem sendo controlada pela disseminagdo de linhagens hipovirulentas (com
virus) e atualmente, lesGes de cancro curadas estdo sendo encontradas e investigadas.
Em todas € confirmada a presenca do RNAdf do hipovirus (ROBIN; HEINIGER, 2001).
HOEGGER et al. (2003) comprovaram a disseminagdo dos virus presentes nas
linhagens infectadas em cancros previamente tratados com o fungo infectado com o
virus e também em novas lesées da doenga, que n&o tinham sido tratadas
anteriormente.

Varios pesquisadores tém estudado a correlagdo entre variagdes na
patogenicidade, marcadores moleculares e compatibilidade vegetativa de isolados de
espécies fungicas. Wright et al. (1996) evidenciaram uma alta correlagcdo entre
agrupamentos obtidos com dados de patogenicidade, compatibilidade vegetativa e
marcadores RAPD em Fusarium oxysporum. Até entdo, a classificacdo de F.
oxysporum em formae speciales e ragas era feita de acordo com o hospedeiro € o
cultivar, respectivamente. Em trabalhos realizados por Steenkamp et al. (1998),
utilizando a espécie Sphaeropsis sapinea, os autores identificaram quatro linhagens
contendo RNAdf, destas, duas linhagens apresentaram um crescimento mais lento e as
outras duas um crescimento mais regular. Estas linhagens foram testadas quanto a
viruléncia, e esta se apresentou menor nas duas linhagens com crescimento mais lento.
Dessa forma, a reducdo da viruléncia em S.sapinea apresentou-se positivamente
correlacionada com crescimento mais lento in vitro, sugerindo que a presenga de RNAdf
pode nao estar relacionado a essas caracteristicas.

Zabalgogeazcoa et al. (1998), utilizando Epichloe festucae, n&do observaram
diferengcas com relagdo a viruléncia entre linhagens infectadas e néo infectadas por
RNAdf. Resultados diferentes foram encontrados por Ahn e Lee (2001) que

identificaram em Nectria radicicola RNA dupla fita de 4 tamanhos diferentes (6,0, 5,0,
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2,5, e 1,5 Kb). Em testes de cura, os autores verificaram que o RNAdf de 6,0 Kb esta
associado com altos niveis de viruléncia e esporulagao, sugerindo que este RNAdf é
um regulador positivo da viruléncia neste fungo.

Satélites de certos RNA dupla fita sdo responsaveis pelo sistema matador, que
fazem com que seu hospedeiro secrete toxinas, como ocorre em Saccharomyces
cerevisiae (WRIGHT et al, 1996) e Ustilago maydis (SHELBOURN; DAY; BUCK, 1988).
As linhagens matadoras contém segmentos de RNAdf encapsulados que sé&o
responsaveis por informagdes requeridas para replicacdo e para a estrutura viral, e
também por codificar polipeptideos toxicos e provavelmente por um papel na imunidade
do fungo para a toxina que ele produz.

Em fungos entomopatogénicos, Leal et al. (1994) realizaram bioensaios
utiizando 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 producéo de proteases degradadoras de cuticula, secregcédo de proteina total
e produgao de conidios em linhagens isogénicas de Metarhizium anisopliae variedade
acridum (=Metarhizium flavoviride) e Paecilomyces fumosoroseus. Neste trabalho, nao
foi encontrada correlacdo entre os parametros analisados com a presencga 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, 1995). Na espécie M. flavoviride, Martins et al. (1999) verificaram que
linhagens com RNAdf ndo 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
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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
et al. (2006) com o entomopatdégeno 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.

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 RNAdf, indicando que os RNAs dupla fita ndo

causam hipoviruléncia neste fungo.

3.6 CURA DO RNA DUPLA FITA EM FUNGOS

Diferentes técnicas podem ser utilizadas para obter a cura do RNA dupla fita
em fungos fitopatogénicos. Fulbright (1984) utilizou ciclohexamida para curar o fungo
Endothia parasitica, patogénico de castanheiras, e obteve a cura da linhagem GHU4,
que determinou aumento na viruléncia e recuperagdo 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 e inibe a sintese de
RNA. Este antibiético também foi utilizado para a cura do RNAdf em outras espécies de
fungos (BOTTACIN; LEVESQUE; PUNJA, 1994; DALZOTO, 2004).

Ja Robinson e Deacon (2001), ndo obtiveram sucesso na cura total do RNAdf
do fungo fitopatogénico Rhizoctonia solani (AG3) utilizando ciclohexamida com
incubacdo prolongada de 8 semanas, nem com a técnica de subculturas de pontas de
hifas. Boland (1992) também nao obteve a cura do RNAdf em Sclerotinia sclerotiorum,
utilizando subculturas de pontas de hifas e tratamento das colénias com calor ou

ciclohexamida. O autor associou a hipoviruléncia do fungo com a presenga do RNAdf.



44

Em testes de cura com ciclohexamida ou emetina, Ahn e Lee (2001),
perceberam que apenas com a eliminagao de segmento 6,0 kb de RNAdf em Nectria
radicicola, a fisiologia do fungo foi alterada. Ocorreu uma diminuicdo da viruléncia,
esporulagdo e pigmentagédo. Desta forma, o segmento 6,0 kb RNAdf € 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, um fungo entomopatogénico, (AZEVEDO et al. 2000) obtiveram a cura
em um dos isolados através da cultura de colbénias monospdéricas. Este trabalho
mostrou pela primeira vez que fragmentos de RNAdf ndo causaram efeitos de
hipoviruléncia em P. fumosoroseus.

Varga et al. (1998) obtiveram resultados variaveis para trés técnicas de cura de
RNAJf utilizadas em Aspergillus sect. flavi. Com ciclohexamida a cura ocorreu em 40%
dos isolados com RNAdf. Usando a técnica de colbénia monospodrica sequéncial, a
frequéncia de cura variou de 11 a 100% e com a técnica de clorato para selecdo 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 producéao de aflatoxina.

Diapeningen (2007) isolou uma linhagem selvagem de Aspergillus niger com
RNAdf que formou setores sem conidios e com taxa de crescimento reduzida.
Observou-se que esse fenotipo anormal possui titulagdo de micovirus elevada quando
comparada com o miceélio adjacente da colbénia, devido a intensidade das bandas de
RNAdf. Esta foi a unica linhagem que foi curada através de isolamento sequéncial de
ponta de hifa de um total de 10 linhagens.

Romo (2007), identificou um virus de RNAdf que infecta o endofitico Epichloe
festucae como pertencente a familia Totiviridae. As tentativas feitas para curar
linhagens infectadas por calor falharam, e o que se observou é que em temperaturas
elevadas, a concentragado do virus aumenta nesta espécie. Segundo o autor, este fato

sugere a destruicdo de mecanismos mantenedores da homeostase nas células.
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3.7 ESTIMATIVA DO NUMERO DE CROMOSSOMOS

O Southern blotting € uma técnica que permite obter informagao sobre a massa
molecular e a quantidade relativa de uma determinada seqiiéncia de DNA. E um
método de biologia molecular que serve para verificar se uma determinada sequéncia
de DNA esta ou ndo presente em uma amostra de DNA analisada. A técnica,
desenvolvida por Edwin Southern em 1975, € uma combinacéo de eletroforese em gel
do DNA (este é geralmente fragmentado por enzimas de restricdo antes de fazer o
Southern), transferéncia deste para uma membrana e hibridizagdo com uma sonda
marcada. Apods a hibridizagdo, a membrana € lavada para remover a sonda néao ligada
a DNA e obtém-se uma imagem através de autoradiografia ou autofluorescéncia. A
imagem obtida da a localizacdo do DNA que apresenta a sequéncia complementar da
sonda, com a intensidade do sinal dando uma medida relativa da quantidade de DNA
que hibridiza (ALBERTS et al., 2004).

Outra utilidade dessa técnica é permitir detectar fragmentos de DNA
especificos em amostras de composicdo complexa, possibilitando inclusive a estimativa
do numero de copias daquela sequéncia no genoma (Madsen et al., 2003).

Guimaraes et al. desenvolveram em 2005 marcadores moleculares do tipo
RGA (analogos a genes de resisténcia), através de Southern blotting, visando sua
aplicagcdo na identificagdo de locos associados a resisténcia no mapa genético de
Arachis spp. Inicialmente, avaliou-se o polimorfismo de cada RGA, utilizando-o como
sonda no DNA dos parentais contrastantes (A. stenosperma V10309 (resistente) e A.
duranensis K7988 (suscetivel)) quanto a resisténcia as manchas foliares e ao
nematdide das galhas e na planta F4 hibrida. Em seguida, as sondas selecionadas
como polimorficas entre os parentais foram testadas em representantes da progénie F,
visando a sua inclusdo em mapa genético de Arachis spp. e sua posterior associagao
com genes de resisténcia.

A presenca de linhagens transformantes foi identificada por Shaw, 2002,
utilizando, Southern blotting e posteriormente hibridizagdo. Conidios de Phyllosticta

ampelicida germinam depois de terem contato com um substrato. Linhagens
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transgénicas de P. ampelicida expressando uma proteina calcio-sensivel luminescente,
foram desenvolvidas. Pelo uso do Southern blotting, o nimero de copias do transgene e
o0 numero de inser¢des pode ser determinado. Isto € importante porque a presenca de
varios exemplares pode ser a causa de instabilidade, resultando em uma menor
expressao (SHAW, 2002).

Southern blotting foi utilizado por Jin, (2005) para estimar o nimero de cépias
do gene EhHOG em Eurotium herbariorum, espécie fungica isolada de agua do mar
morto. A clivagem do DNA gendmico foi realizada com as enzimas EcoRI, Hindlll e
BamHI. O autor sugeriu a existéncia de apenas uma cépia do gene EhHOG no
genoma. Esse gene codifica uma proteina ativada mitogen-quinase (MAPK), que
desempenha um papel essencial no osmoregulagdo em levedura e em muitos outros
eucariotos.

O tamanho do genoma do fungo Paracoccidioides brasiliensis foi estimado
através da medicdo da intensidade da fluorescéncia das DAPI (4 '6-diamidino-2-
phenylindole) com nucleos corados por microscopia confocal e pela soma das média de
massas moleculares de DNA cromossémico e do tamanho de moléculas separadas por
PFGE. Este estudo fornece evidéncia para a natureza dipléide de P. brasiliensis e
representa um ponto de partida para novas investigagbes da organizacdo do genoma
deste patogeno. Através desta técnica, foi possivel separar cromossomos de até 10 Mb,
fornecendo provas de polimorfismo cromossémico em P. brasiliensis. Sondas
homodlogas foram usadas na hibridizagdo para confirmar o nimero e polimorfismo das
bandas cromossémicas (CANO, 1998).

Nagy e Hornok (1994) conseguiram estimar diferengas no numero e tamanho
de cromossomo entre dois taxons, Fusarium acuminatum subsp. acuminatum e F.
acuminatum subsp. armeniacum, que foram submetidas a analise comparativa de
cariotipo utilizando Southern blotting.

Na espécie de fungo fitopatogénico de videiras, tomates e plantas ornamentais,
Botrytis cinerea, Levis et al. (1997) conseguiram isolar uma
sequéncia telomérica, que foi utilizada como sonda na hibridizagao, para determinar o

numero de cromossomos caracteristico da espécie. Eles clivaram o DNA genémico de
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diversas linhagens de B. cinerea com enzimas de restricdo e submeteram ao Southern
blotting e hibridizacao utilizando a sequéncia telomérica clonada em plasmideo e
denominada pTEL, como sonda. Os autores concluiram que as bandas encontradas se
referem a um numero minimo de 7 a 8 cromossomos entre as linhagens analisadas. Em
2002, utilizando a mesma seqtiéncia como sonda, Viaud et al. (1996) determinaram que
para 9 isolados do entomopatdgeno Beauveria bassiana, o numero de cromossomos
variou entre 7 e 8, entretanto devido a intensidade de algumas bandas, os autores

sugeriram que pode haver 2 regides teloméricas diferentes formando unica banda.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LINHAGENS UTILIZADAS

As linhagens fungicas utilizadas pertencem as espécies Guignardia citricarpa
(PC3C, PCIAC 19/02, PC7LB6, PC7LD6, PC7LE10, PC28/05, PC32/05 e PC33/05), G.
mangiferae (EC01/05, EC19/05 e EC22/05) e Phyllosticta spinarum (ECPR3, ECPR5)
apresentadas na Tabela 1. Todas as linhagens pertencem a cole¢gao de microrganismos

do Laboratodrio de Genética de Microrganismos da UFPR (LabGeM).

TABELA 1 — HOSPEDEIRO, ANO E LOCAL DE ISOLAMENTO DAS LINHAGENS FUNGICAS
UTILIZADAS (CONTINUA)

ESPECIE LINHAGEM HOSPEDEIRO ANO ISOLAMENTO
G. citricarpa PC3C Citrus sp - Africa do Sul

G. citricarpa PCIAC 19/02 Citrus sp (limao Eureka) 2002 Cordeiropolis/SP
G. citricarpa PC7LB6 Citrus sp 1996 Mogi-Guagu/SP
G. citricarpa PC7LD6 Citrus sp 1996 Mogi-Guagu/SP
G. citricarpa PC7LE10 Citrus sp 1996 Mogi-Guagu/SP
G. citricarpa PCFTCA 1 Citrus sp 2006 Cerro Azul/PR
G. citricarpa PCFTCA 3 Citrus sp 2006 Cerro Azul/PR
G. citricarpa PCFTCA 4 Citrus sp 2006 Cerro Azul/PR
G. citricarpa PCFTCA 6 Citrus sp 2006 Cerro Azul/PR
G. citricarpa PCFTCA 7 Citrus sp 2006 Cerro Azul/PR
G. citricarpa PCFTCA 8 Citrus sp 2006 Cerro Azul/PR
G. citricarpa PCFTCA9 Citrus sp 2006 Cerro Azul/PR
G. citricarpa PCFTCA 10 Citrus sp 2006 Cerro Azul/PR
G. citricarpa PCFTCA 11 Citrus sp 2006 Cerro Azul/PR
G. citricarpa PCJF/06 Citrus sp 2006 Cerro Azul/PR
G. citricarpa PC28/05 Citrus sp 2005 Jaboticabal/SP
G. citricarpa PC32/05 Citrus sp 2005 Jaboticabal/SP
G. citricarpa PC33/05* Citrus sp 2005 Jaboticabal/SP
G. mangiferae ECO01/05 Citrus sp 2005 Jaboticabal/SP
G. mangiferae EC19/05 Citrus sp 2005 Jaboticabal/SP
G. mangiferae EC22/05 Citrus sp 2005 Jaboticabal/SP

Fonte: O Autor
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TABELA 1 — HOSPEDEIRO, ANO E LOCAL DE ISOLAMENTO DAS LINHAGENS FUNGICAS
UTILIZADAS (CONCLUSAO DA TABELA)

Nota: * linhagem com teste de patogenicidade comprovada.

P. spinarum ECPRS3 Citrus limon 1997 Rio Negro/PR
P. spinarum ECPRS Citrus limon 1997 Rio Negro/PR

Fonte: O Autor

A linhagem Top 10 de Escherichia coli foi utilizada na producado de células
competentes, a fim de replicar o plasmidio utilizado neste trabalho.
A linhagem MSE de Aspergillus nidulans foi utilizada como controle na

hibridizacao, por ter numero de cromossomos conhecido.

4.2 MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS

4.2.1 Meio Agar-Agua

H>O dest. 1.000 mL

Agar 159

O pH foi ajustado para 5,8 com NaOH 1M.

4.2.2 Meio BDA
Batata descascada e cortada 200 g
Dextrose 209

Agua destilada p/ 1.000 mL
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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 para
1.000 mL com agua destilada. O pH foi ajustado para 5,8 com NaOH 0,1 M. Para meio
BDA sdlido, foi acrescentado 1,5% de agar. O meio foi autoclavado e armazenado em

temperatura ambiente.

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

NaNO; 6,0 g
KH,PO4 1,5 ¢
MgSQ,4.7H0 05 g
KCI 059
FeSO, 0,01g
ZnS0Oq4 0,01¢g
Glicose 10,09
Extrato de levedura 2049
Peptona 209
Caseina hidrolizada 1,59
Solugao de vitaminas 1,0 mL
Agua destilada p/ 1.000 mL

O pH foi ajustado para 5,8 com NaOH 1 mol/lL. Para MC sdlido, foram
acrescentados 1,5% de agar. O meio foi autoclavado e armazenado em temperatura

ambiente.
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4.2.4 Meio Completo (MC) com ciclohexamida

Eventualmente ao MC foi adicionada ciclohexamida. Apés a fusdo do meio,
quando este estava com uma temperatura entre 45 e 50°C recebeu a adicdo da
ciclohexamida em concentra¢des variadas (100, 50, 15, 10, 5, 1 e 0,5 ug/mL), logo

depois o MC foi homogeneizado para depois entdo ser plaqueado em placas de Petri.

4.2.5 Meio LA (Luria Agar)

Meio LB acrescentado de 1,5% de agar. Quando necessario, foi acrescentada

ampicilina (250 pg/mL).

4.2.6 Meio LB (Luria-Bertani)

bacto-triptona 1049
bacto-extrato de levedura 5¢g

NaCl 1049

H,0O dest. p/ 1.000 mL

O pH foi ajustado para 7,0 com NaOH 5 M. Quando necessario, foi
acrescentada ampicilina (250 pg/mL). O meio foi autoclavado e armazenado em

temperatura ambiente.

4.3 SOLUQOES E TAMPOES
4.3.1 Clorofane

Fenol equilibrado e cloroférmio p.a. na proporgao de 1:1.
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4 .3.2 Clorofil

Cloroférmio 24 volumes

Alcool Isoamilico 1 volume

4.3.3 DNAse (Invitrogen)

A enzima foi fornecida na concentracdo de 100U/uL, sendo preparada conforme

instru¢des do fabricante. Foi armazenada a -20° C.

4.3.4 Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) 10%

SDS 1009

Agua destilada p/ 100,0 mL

4.3.5 Fenol Saturado

Um volume de fenol cristalizado foi dissolvido em banho-maria a 60°C e
acrescentado um volume de tampao Tris-HCI 0,2 M pH 8,0. Ap6s agitagdo por 30
minutos, a fase aquosa foi retirada e entdo acrescentado um volume de tampao Tris-
HCI 0,2 M pH 8,0. Este processo foi repetido até atingir o pH desejado (pH: 8,0). Em
seguida, foi adicionado um volume final de 1/10 do tampéo Tris-HCI 0,2 M pH 8,0 e

estocado em frasco escuro a uma temperatura de 4°C. Usado apds 48 horas.

4.3.6 GET

Glicose 459

EDTA 0,5M pH 8,0 (autoclavado) 10 mL
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Tris-HCI 1M pH 7,4 (autoclavado) p/ 1.000 mL

H>O destilada p/ 500 mL

A solucéo foi autoclavada e mantida a 4° C.

4.3.7 Gel de Agarose 1% (p/v) em Tampéao TBE 1X

Agarose 1,09

Tampao TBE 1X p/ 100,0 mL

4.3.8 Gel de Agarose 1,5% (p/v) em Tampao TBE 1X

Agarose 1,99

Tampéao TBE 1X p/ 100,0 mL

4.3.9 Nuclease S1 (Invitrogen)

A enzima foi fornecida na concentracdo de 1.000 U/uL. Foi feita uma diluicdo de

1:10 na solugdo tampao de diluicdo também fornecida, e estocada a -20° C.

4.3.10 RNAse (USB)

A enzima foi fornecida na concentracdo de 81,4 U/mg. Foi preparada na
concentracdo de 10 mg/mL em acetato de sédio (pH 5,0) e aquecida a 100° C por 15

minutos. Foi estocada a -20° C.

4.3.11 Solucao de Vitaminas

Acido Nicotinico 100,0 mg



Acido p-Aminobenzéico
Biotina

Piridoxina

Riboflavina

Tiamina

H-O destilada autoclavada
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10,0 mg
0,2 mg
50,0 mg
100,0 mg
50,0 mg

p/ 100 mL

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

frasco escuro, previamente autoclavado, a 4°C.

4.3.12 Solucao Salina

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

A solugao foi autoclavada e mantida a 4°C.

4.3.13 Solucao de “Twen 80”

“Twen 80” 0,1% (v/v) em H,0O destilada.

A solugéo foi autoclavada e mantida a 4° C.

4.3.14 Solugao de Acetato de Potassio 3M (KOAc) pH 5,2

KOAc 5M (estoque)
Acido acético glacial

H>O Milli-Q autoclavada

A solugao foi mantida a 4° C.
- KOAc 5M (estoque):

60 mL
11,5 mL

28,5 mL
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KOAc 246,87 g
H>0O Milli-Q autoclavada p/ 500 mL

4.3.15 Solugao de Brometo de Etidio

O brometo de etidio foi dissolvido (1,0% p/v) em agua destilada. No momento
do uso, foram adicionados 5 ul em 100 mL de agua destilada. A solug&o foi mantida em

temperatura ambiente.

4.3.16 Solugdo EDTA 0,5 M pH 8,0 (estoque)

O pH desta solugéo foi ajustado para 8,0 com pastilhas de NaOH 10 mol/L. A

solucéo foi autoclavada e mantida a 4°C.

4.3.17 Solucéao Tris-HCI 1 M pH 8,0 (estoque)

O pH desta solugcédo foi ajustado para 8,0 com HCI 5 mol/L. A solugédo foi

autoclavada e mantida a 4°C. Ocasionalmente o pH foi ajustado para outros valores.

4.3.18 Solucgao de Ciclohexamida (20 mg/mL)

Ciclohexamida 0,61g
Acetona 0,5mL
H»>O Milli-Q autoclavada 30mL

A solucdo foi esterilizada por filtracdo. No momento do uso, foi diluida

convenientemente.
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4.3.19 Solucgao de Lise

NaOH 1,8M 0,5mL
SDS 10% 0,5mL
H>0O Milli-Q autoclavada p/ 5,0 mL

Misturou-se primeiro o NaOH com a agua e depois acrescentou-se o SDS. Esta

solugcéo ndo pode ser estocada e foi preparada no momento do uso.

4.3.20 Solucao Desnaturante

NaCl 1,5 M

NaOH 05N

4.3.21 Solugao Neutralizante

Tris-HCl pH 7,4 1,0M

NaCl 1,59M

4.3.22 Tampéao de corrida (“gel loading buffer”)

Sacarose 38%
Azul de bromofenol 1%

EDTA 67 mM
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4.3.23 Tampao de Extragcdo de DNA (RAEDER; BRODA, 1985)

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

A solucgao foi preparada e aquecida a 60°C no momento do uso.

4.3.24 Tampao TE
Tris-HCI pH 8,0 10mM
EDTA pH 8,0 1mM

4.3.25 Tampao TBE 5x (solugdo 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.

4.3.26 Tampéao de corrida TAE 10X

Tris-base 484 g
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Acido Acético Glacial 11,42 g
EDTA 0,5 M 20,0 mL
Agua Milli-Q g.s.p 1000 mL

4.3.27 Tampao de Transferéncia SSC 20X

NaCl 175,3 g
Citrato de sddio 88,2¢g
Agua Milli-Q q.s.p. 1000 mL

4.3.28 Tampéao OLB

Tris-HCI — pH 8,0 250 nmol/L
MgClI 25 mmol/L
B-mercaptoetanol 2, 5 mmol/L
Hepes 2, 5 mmol/L
dNTPs: dATP, dGTP, dTTP e 2 mmol/L
dCTP

oligonucleotideos 1 mg/mL

4.4 PREPARO DE MATERIAL

4.4 1 Esterilizacao

Meios de cultura, solugcbes e palitos de transferéncia foram esterilizados em
autoclave, a pressao de 1 atmosfera por 20 minutos.

Vidrarias foram esterilizadas em forno Pasteur a 180°C por 6 horas.
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4.4.2 Incubacgao

4.4.2.1 Linhagens de G. citricarpa, e P. spinarum e G. mangiferae e Aspergillus nidulans:
placas com meio solido foram incubadas em estufa tipo BOD, a 28° C ou 37° C, por tempo
e luminosidade variados, conforme especificado nas metodologias.

4.4.2.2 Linhagem de E. coli: placas com meio sdlido e frascos com meio liquido foram
incubados em estufa a 37° C, por tempo variado, conforme especificado nas

metodologias.

4.5 INFLUENCIA DO RNAdf EM G. citricarpa

4.5.1 Extracdo de Acidos Nucléicos totais (RAEDER; BRODA, 1985 modificado por
BLANCO, 1999)

Fragmentos de micélio de G. citricarpa foram inoculados em nove pontos, em
placas de Petri contendo meio completo solido (item 4.2.4). Apos 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. O micélio foi colocado em frascos fechados
com filme de parafina, congelados e armazenados ou levados ao liofilizador (com o filme
de parafina perfurado). Apds a liofilizagao, os frascos foram fechados hermeticamente e
armazenados em freezer ou procedeu-se a extracao de acidos nucléicos.

Ao micélio liofilizado, foi adicionado nitrogénio liquido e este foi triturado em gral
de porcelana até obtencao 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 tampé&o de extragdo (item 4.3.23),
previamente aquecido em banho-maria a 70°C, proporcionando uma suspensé&o
homogénea apds agitagao suave. Foi incubado por 20 minutos a mesma temperatura. Foi
acrescentado um volume de fenol equilibrado e apds a mistura das fases, foi centrifugado
a 5.000 rpm por 15 minutos. A fase aquosa foi coletada e transferida a um novo tubo, foi
acrescentado um volume de clorofane (item 4.3.1) e centrifugado nas mesmas condigdes.
Apds novamente coletar a fase aquosa e transferir a um novo tubo, foi acrescentado um

volume de clorofil (item 4.3.2), misturado e centrifugado. A fase aquosa, foi acrescentado
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lentamente um volume de isopropanol, e mantida a solugdo a -20°C por, no minimo, 1
hora para precipitagdo dos acidos nucléicos. A suspensao foi centrifugada a 11.000 rpm
por 20 minutos e o sobrenadante foi desprezado. O precipitado foi lavado com etanol 70%
(1 mL por tubo) e novamente centrifugado (11.000 rpm 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 (item 4.3.24) ou agua Milli-Q esterilizada, conforme especificado

em cada protocolo.

4.5.2 ldentificacdo da Presenca de RNA dupla fita

A eletroforese foi realizada em gel de agarose 1% (item 4.3.7) ou 1,5% (item
4.3.8), dependendo da finalidade da corrida, utilizando como tamp&o TBE 1x (item 4.3.25)
a 3 V/icm. O DNA de fago A clivado com a enzima Hindlll foi utilizado como marcador
padrao de peso molecular.

A verificacdo da presenca de bandas de RNA dupla fita das linhagens de
Guignardia citricarpa foi feita por meio de eletroforeses dos acidos nucléicos totais em
gel de agarose 1,5% (item 4.3.8). A estimativa do tamanho das bandas de RNAdJf foi
feita com o programa Kodak 1D 3.5.0 Scientific Imaging System, utilizando como

padrao de peso molecular o fago A clivado com a enzima Hindlll.

4.5.3 Confirmagao da natureza das bandas de RNAdf

Os acidos nucléicos de cada linhagem investigada que apresentaram bandas
extras foram tratados com DNAse (item 4.3.3), RNAse (item 4.3.10) e Nuclease S1
(item 4.3.9) para confirmar a natureza das bandas observadas, uma vez que a enzima
Nuclease S1 cliva apenas acidos nucléicos de fita simples.

Os sistemas de digestdo foram mantidos em banho-maria a 37° C por, no

minimo, 1 hora.
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4.5.4 Cura do RNAdf

Os isolados foram repicados em meio completo (MC) (item 4.2.4) com
ciclohexamida nas concentragdes de: 100, 50, 15, 10, 5, 1 e 0,5 ug/mL,em duas
repeticoes.

Para a cura do RNAdf, também foi utilizada a técnica de incubagédo em
temperatura moderadamente alta (37°C) por 2 geragdes. De inicio, para cada linhagem
foi realizado um repique em MC. As placas de Petri ficaram em estufa a 37°C por 20
dias, e a partir das col6nias que se desenvolveram, foi realizado mais um repique para
obter a 22 geracdo a 37°C. Apds 20 dias, foi realizado o 3° repique, porém, neste, as
placas ficaram em estufa a 28°C para obter material para a extracdo de DNA. Todos os
repiques foram feitos com auxilio de lupa para a secgao das pontas das hifas crescidas

nos meios de cultura (repiques de pontas de hifas).

4.5.5 Analise da Identidade Genética por RAPD

Para comprovar a isogenia das linhagens analisadas foi utilizada a técnica de
RAPD. Primeiramente o DNA foi extraido conforme descrito no item 4.5.1, logo em
seguida a concentracdo do DNA foi estimada por meio de eletroforese em gel de
agarose 1% (item 4.3.7), utilizando como padrdo de peso molecular o DNA do fago A
clivado com Hindlll com concentragao conhecida. Apés eletroforese, o gel foi corado
com brometo de etidio (item 4.3.15), observado sobre transiluminador de luz ultravioleta
e fotodocumentado.

Para amplificagdo das amostras, foi utilizada uma mistura conforme descrito na
Tabela 2. Foram misturadas quantidades apropriadas de agua Milli-Q autoclavada,
tampao 10X, MgCI2, dNTPs, oligonucleotideo iniciador e Taq DNA Polimerase
(Invitrogen), em um unico tubo formando um mix. Foram colocados 22 pL desse mix
(para reagdes com volume final de 25uL) em cada um dos tubos de microcentrifuga,
para a amplificacdo. Foi adicionado a cada tubo 3 uL do DNA das amostras analisadas.
Os oligonucleotideos iniciadores utilizados foram OPX 7, OPX 11, OPX 14 e OPX 19,

suas sequéncias estao descritas na Tabela 3.
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Regides do DNA foram amplificadas em termociclador (Mastercycler Gradiente
— Eppendorf) programado para realizar reagdo de 40 ciclos de 1 minuto a 92 °C, 1
minuto e 30 segundos a 37°C e 2 minutos a 72°C. Houve desnaturagdo inicial de 4
minutos a 95°C e extensao final de 3 minutos a 72° C.

Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese (3 V/cm) em gel
de agarose 1,5% (item 4.3.8), utilizando como marcador de peso molecular DNA ladder
de 100pb (Ludwig Biotec). O gel foi corado com solugédo de brometo de etidio (item
4.3.15) durante 15 minutos. Observou-se em transiluminador de luz ultravioleta
(Ultraviolet Benchtop transilluminators) e fotodocumentou-se utilizando o programa
Digidoc it.

TABELA 02: COMPONENTES E CONCENTRACOES UTILIZADAS NAS REACOES DE RAPD

Componentes Concentracdo  Concentragéo Volume da
estoque final reacdo (uL)
Agua Milli-Q - 13,2
Tampéo 10 X 1X 2,5
MgCl, 50Mm 3,0 mM 1,5
d'NTPs 1,25 Mm 100pM 2,0
oligonucleotideo iniciador 4uM 0,4 uM 2,5
Taq Polimerase (Invitrogen) 5 U/uL 15U 0,3
DNA 50 ng 3,0
Total 25,0

FONTE: O autor

TABELA 03: OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES UTILIZADOS NAS REACOES DE RAPD

Oligonucleotideos

iniciadores Sequéncia
OPX07 5 GAGCGAGGCT 3
OPX11 5 GGAGCCTCAG 3
OPX14 5 ACAGGTGCTG 3
OPX19 5 CCCAGCTAGA 3

FONTE: Operon Technologies ©
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4.5.6 Sequenciamento da Regiao ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA

4.5.6.1 Amplificacédo

Inicialmente foi feita uma PCR com as 16 amostras das linhagens contendo o
RNAdf e as linhagens curadas. As condigbes da reacédo foram realizadas de acordo
com a descrigdo de White e Morrow (1990), com algumas modifica¢des, tendo como
volume final 50uL. A reacéo foi realizada com os oligonucleotideos iniciadores LS266 e
VAD (Tabela 4), que sao universais para fungos e permitem amplificar a regiao 1TS1-
5,8S-ITS2 do DNA Ribossomal.

TABELA 4: COMPONENTES E CONCENTRAGOES UTILIZADAS NA REAGAO DE AMPLIFICACAO DA
REGIAO ITS1, 5,8S E ITS2 DO DNA RIBOSSOMAL

Componentes Concentracdo  Concentragao Volume da
estoque final reacao (pL)
Agua Milli-Q - 33,2
Tampéao 10X 1X 50
MgCl, 50Mm 3,0mM 3,0
d'NTPs 1,25 Mm 100pM 4,0
oligonucleotideo iniciador V9D 4uM 0,4 uM 0,8
oligonucleotideo iniciador LS266 4uM 0,4 uM 0,8
Taq Polimerase (Invitrogen) 5 U/uL 1,5U 0,2
DNA 50 ng 3,0
Total 50,0

TABELA 5. SEQUENCJAS DOS OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES UTILIZADOS NA
AMPLIFICACAO DA REGIAO ITS1, 5,8S E ITS2 DO DNA RIBOSSOMAL

Oligonucleotideos iniciadores Seqiéncia
LS266 5 GCATTCCCAAACAACTCGAC ¥
VoD 5 TTACGTCCCTGCCCTTTGTA 3’
ITS1 5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’
ITS4 5 TCCTCCGCTTATTGATATGC ¥

ITS5 5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAA 3
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A amplificacdo foi realizada em um termociclador Eppendorf (Modelo:
Mastercycler Gradiente), com desnaturacgao inicial a 94°C por 2 minutos; 30 ciclos de 30
segundos a 94°C, 1 minuto a 56°C, 1 minuto a 72°C; seguida de extens&o final de 3

minutos a 72°C.

4.5.6.2 Purificacdo do DNA

Aos produtos da PCR com os oligonucleotideos iniciadores LS266 e V9D
(Tabela 5) foram acrescentados 34 pL de acetato de amonio (AcNH4) 7,5M e 100 pL de
etanol 96%. Os tubos ficaram em temperatura ambiente por 10 minutos e em seguida
foram centrifugados por 15 minutos a 14000 rpm. Os pellets resultantes foram lavados
com 250 pL de etanol 70% (recém preparado), centrifugou-se por 15 minutos a 14000
rom e descartou-se o etanol. O pellet foi seco na estufa a 37°C por 30 minutos e
resuspendidos em 15uL de agua Milli-Q. Para confirmagdo da presenca do DNA na

amostra, 1L foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1,5%.

4.5.6.3 Reacgao de Sequenciamento

O sequenciamento da regido ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA foi realizado pelo
método de terminacdo de cadeia segundo Sanger et al. (1977), utilizando a
incorporacao de dideoxinucleotideos fluorescentes, em Sequenciador Automatico de
DNA megaBACE.

Para a reacéo de sequenciamento foram utilizados cerca de 50ng da reagao de
PCR purificada, 0,2 yM do oligonucleotideo iniciador ITS1 (Tabela 5) e 4uL de mistura
para sequenciamento ET (Kit: “DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit for
MegaBACE” da Amersham Biosciences), completando com agua Milli-Q para um
volume final de 10uL. As mesmas condi¢gdes foram aplicadas para o oligonucleotideo
iniciador ITS4 (Tabela 5).
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A amplificacdo foi realizada em um termociclador Eppendorf (Modelo:
Mastercycler Gradient), seguindo uma desnaturacao inicial a 96°C por 1 minuto; 30
ciclos de 10 segundos a 96°C, 1 minuto e 5 segundos a 50°C, 4 minutos a 60°C, 20 min
a 8°C.

4.5.6.4 Purificacdo da Reacao de Sequenciamento

Ao produto da reacdo de sequenciamento foram adicionados 1uL de acetato de
amonio (AcNH,4) 7,5M e 30uL de etanol 96%. Apés a homogeneizagao por inversdo 30
vezes a placa foi centrifugada por 45 minutos a 2500 RCF a 4°C.

O sobrenadante foi descartado por inversdo da placa seguido de spin a 500
RCF, com a placa invertida com papel toalha. O pellet lavado com 100 yL de etanol
70% (recém preparado, néo gelado). Seguindo-se uma nova centrifugacao a 2500 RCF
por 45 minutos, o sobrenadante foi descartado por inversao da placa seguido de spin a
750 RCF, com a placa invertida com papel toalha. Em seguida a placa ficou em estufa a
37°C durante 3 minutos.

ApoOs esse tratamento, cada amostra foi ressuspendida em 10uL de Loading
Solution e, submetida a eletroforese em Sequenciador Automatico de DNA modelo
megaBACE, da Amersham Biosciences, utilizando-se os seguintes parametros:
voltagem de injegcao: 2V; tempo de injegcdo: 80 segundos; voltagem da corrida: 8V por
160 minutos.

Todos os procedimentos, desde a reagao de sequenciamento, foram realizados

sob protecao de luz direta cobrindo a placa com papel aluminio.

4.5.6.5 Edicao e Analise das Sequéncias

As sequéncias obtidas foram alinhadas e editadas com auxilio do programa
BioEdit (HALL, 1977). Estas foram analisadas e comparadas com outras sequéncias
existentes no banco de dados (NCBI), pelo programa BLAST (ALTSCHUL et al., 1997),

o qual permite detectar homologia de uma sequéncia biolégica com sequéncias
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caracterizadas ja existentes. O programa usa um algoritmo heuristico e procura por
homologia através de regides alinhadas localmente de identidade e/ou similaridade
entre uma sequéncia desconhecida e sequéncias de um banco de dados. Para analise
das sequéncias obtidas no presente trabalho, foi utilizado o programa BLASTn que
compara sequéncias de nucleotideos com um banco de dados de sequéncias de

nucleotideos.

4.5.6.6. Analise Filogenética

Apos a edigao, alinhamento e analise prévia das sequéncias, estas foram
submetidas ao software MEGA 3.1 (KUMAR; TAMURA, NEI, 2004) para obtencéo das
arvores filogenéticas baseadas em distancia. A consisténcia dos nds obtidos foi
avaliada pelo procedimento de bootstrap (FELSENSTEIN, 1985) com 10000
reamostragens.

Foram utilizadas como referéncia linhagens de G. citricarpa e G. mangiferae
(como grupo externo) depositadas no GenBank. As descricbes das linhagens

encontram-se no Anexo 20.

4.5.7 Avaliagao da Influéncia do RNAdf na morfologia de G. citricarpa

Uma forma de verificar a influéncia deste RNAdf na patogenicidade de G.
citricarpa € promovendo a cura de uma linhagem com o RNAdf e comparando a
linhagem curada com a linhagem infectada. Para isso, deve-se analisar alteragcées na
morfologia das colbnias, alteragcdo no numero de esporos produzidos, diferengca no
tempo de crescimento radial da col6nia e modificagbes no padrdo de germinagdo dos

conidios e inducéo do apressorio.

4.5.7.1 Caracterizagao Macromorfologica

A caracterizagdo macromorfolégica das linhagens de G. citricarpa foi realizada
utilizando como base a morfologia da colénia em dois meios de cultura. Discos de

micélio (8 mm) provenientes de colbnias com sete dias de crescimento em MC, foram
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colocados no centro de placas de Petri com diferentes meios de cultura: Batata-
dextrose-agar (BDA) (item 4.2.3) e MC (item 4.2.4). Foram incubados durante 20 dias, a
28°C, sob luz continua. Foram analisadas 5 placas de cada linhagem. O didmetro das
colbnias foi medido no 10° dia e no 20° dia de incubacéo.

Para este experimento foi utilizado o delineamento estatistico inteiramente
casualisado (DIC) e a partir dos dados obtidos foi realizada a analise de variancia
(ANOVA) e o Teste de Tukey para médias, utilizando o programa ASSISTAT (SILVA,
1996; SILVA; AZEVEDO, 2002; SILVA; AZEVEDO, 2006).

4.5.7.2 Producéao de Esporos

Para a avaliacdo da producao de esporos, foi retirado um disco de 8 mm de
didametro tangencialmente ao centro da colonia. Este material foi colocado em 2 mL de
solugdo Tween 80 0,1% (item 4.3.13) e macerado com o auxilio de um bastdo de vidro
por 2 minutos. Apds agitacdo por 30 segundos em agitador de tubos (tipo Vortex) foi
transferida uma aliquota para a Camara de Neubauer, onde foi feita a contagem dos
esporos.

Para este experimento foi utilizado o delineamento estatistico inteiramente
casualisado (DIC) com 5 repeti¢des e a partir dos dados obtidos foi realizada a analise
de variancia (ANOVA) e o Teste de Tukey para médias, utilizando o programa
ASSISTAT (SILVA, 1996; SILVA; AZEVEDO, 2002; SILVA; AZEVEDO, 2006).

4.5.7.3 Formagao de Picnidios de G. citricarpa em folhas autoclavadas

Para testar se a presenca de RNAdf interfere na formagao de picnidios, folhas
de citros foram lavadas em agua corrente, cortadas em pequenos fragmentos de 1cm?
e autoclavados por 20 minutos em agua destilada. Quatro fragmentos foram colocados
em cada uma das 2 placas de Petri contendo meio agar-agua com 3% de MC (item
4.2.1), adjacente a discos de micélio (d 8 mm) de colénias das linhagens analisadas.

As placas foram vedadas com filme de PVC e mantidas a 28°C, sob luz constante, em
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BOD durante 21 dias. Ap6s este periodo, os picnidios crescidos sobre os fragmentos
foliares foram contados com auxilio de lupa.

Para este experimento foi utilizado o delineamento estatistico inteiramente
casualisado (DIC) com 8 repetigdes e a partir dos dados obtidos foi realizado a analise
de variancia (ANOVA) e o Teste de Tukey para médias, utilizando o programa
ASSISTAT (SILVA, 1996; SILVA; AZEVEDO, 2002; SILVA; AZEVEDO, 2006).

4.5.7.4 Melanizagao de Apressorio e Germinagéao de Esporos

Inicialmente foi preparada uma suspensio de 10° esporos /mL das linhagens
analisadas. Para a germinagao dos esporos, 2 mL da suspensdo de esporos foram
colocados em cubas plasticas separadas por compartimento com uma membrana de
celofane de 1cm? (MEMBRA-cel MD27X/00 clear) em cada compartimento. As cubas
foram tampadas e mantidas em estufa a 28°C durante 72 horas. Apds esse periodo o
celofane foi fixado em |amina de vidro e levado ao microscopio para a observacao da
germinagao dos esporos e da melanizagao do apressorio. O experimento foi realizado
em quadruplicata e fundamentado estatisticamente utilizando o delineamento estatistico
experimento em blocos ao acaso (DBC) e a partir dos dados obtidos foi realizada a
analise de variancia (ANOVA) e o Teste de Tukey para médias, utilizando o programa
ASSISTAT (SILVA, 1996; SILVA; AZEVEDO, 2002; SILVA; AZEVEDO, 2006).

4.6 ESTIMATIVA DO NUMERO DE CROMOSSOMOS

4.6.1 Transformacéo de Escherichia coli

4.6.1.1 Obtencao de células competentes

Foi selecionada uma colénia isolada de cultura nova de E. coli, linhagem Top 10,
como fonte de in6culo em 10 mL de meio LB (item 4.2.7). Apds crescimento durante 12 a
16 horas em estufa a 37° C sob agitacéo de 180 rpm. Foi retirada uma aliquota de 10 yL e
inoculada em 10 mL de meio LB novamente, nas mesmas condigdes. Apds crescimento

de 5 horas, a cultura foi colocada no gelo e aliquotada em volumes de 1 mL. Apds
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centrifugar por 1 minuto a 4° C, 11.000 rpm, o meio de cultura foi descartado e o

precipitado foi ressuspendido em 100 uL de CaCl, 0,1M, esterilizado e gelado.

4.6.1.2 Transformacéao

Foi acrescentado 1 uL de DNA plasmidial a suspensao de células. Essa mistura
foi mantida por 30 minutos no gelo, por 2 minutos a 42° C e novamente no gelo por 10
minutos. Foi acrescentado 1 mL de LB e deixado em estufa, a 37 ° C por 30 minutos a
uma hora. Foi retirada uma liquota de 100 uL desta cultura e espalhada com o auxilio de
alga de Drigalski em placas de Petri contendo 25 mL de meio LA (item 4.2.6) com
ampicilina. Uma colbénia proveniente desta cultura foi inoculada em meio LB contendo
ampicilina (item 4.2.7) e crescida por 12 a 16 horas em estufa a 37° C sob agitacao de
180 rpm. Apds crescimento, foi retirada uma aliquota para armazenar em solugao 1:1 de
meio LB com ampicilina e Glicerol e mantida a -20° C e com o restante da amostra foi

realizada a extragcéo do plasmideo (mini-prep).

4.6.2 Purificagdo do Plasmidio

A extragcado de DNA plasmidial foi realizada utilizando-se 1,5 mL da cultura obtida
no item anterior, centrifugada por 1 minuto a 11.000 rpm. Apds descartar o sobrenadante,
foram adicionados 180 uL de GET (item 4.3.6) e, entdo, as células foram ressuspendidas
com o auxilio de agitador (tipo Vortex). Apds centrifugar novamente nas mesmas
condicbes, as células foram ressuspendidas em 150 yL de GET contendo 0,5 pL de
RNAse (20 mg/mL, item 4.3.10). Foram adicionados 150 pyL de solugao de lise (item
4.3.19) que foi misturado, invertendo-se os tubos com cuidado. Apds incubagao por 5
minutos em temperatura ambiente, foram acrescentados 150 uL de solugdo de KOAc 3M
pH 5,2 (item 4.3.14). A mistura foi homogeneizada por inversdo cinco vezes, e os tubos
foram incubados abertos em estufa a 90° C por 30 minutos. Os tubos foram fechados e
mantidos em banho de gelo por 10 minutos. Depois de centrifugar por 10 minutos a
11.000 rpm, o sobrenadante foi transferido para um tubo novo, onde foi adicionado 0,6x

de volume de isopropanol. Os tubos foram misturados por inverséo e centrifugados por 10
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minutos a 11.000 rpm a 20° C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado
com 1 mL de etanol 70%, centrifugando por 5 minutos. Os tubos foram deixados secar por
60 minutos a 37° C ou durante a noite em temperatura ambiente, cobertos com papel
toalha. O DNA foi ressuspendido em 30 pL de agua Milli-Q autoclavada. A qualidade do
DNA obtido e sua concentragao foram avaliadas em eletroforese em gel de agarose. Este
DNA foi mantido a -20° C.

4.6.3 Southern Blotting e Hibridizac&o

4.6.3.1 Southern Blotting

Apds a obtencdo de DNA gendmico, aproximadamente 3ug, de 3 linhagens de
Guignardia mangiferae (EC01/05, EC19/05, EC22/05), 4 linhagens de G. citricarpa
(PC28/05, PC32/05, PC33/05 e PCIAC19/02), 2 linhagens de Phyllosticta spinarum
(ECPRS3, ECPR5) e uma amostra de MSE Aspergillus nidulans (controle) foram clivados
com 40U da enzima de restricdo BamHI durante 5 horas a 37°C e os fragmentos
resultantes foram separados em gel de agarose 1% em TAE (item 4.3.26), com 0,7V/cm
durante 14 horas. Em seguida, o gel foi tratado com HCI 0,2N por 10 minutos, lavado
em agua Milli-Q e deixado em solugao desnaturante (item 4.3.20) por 45 minutos. Apos
mais uma lavagem com agua Milli-Q, o gel foi deixado por 30 minutos em solugcéo
neutralizante (item 4.3.21) e novamente lavado em agua Milli-Q. Apds nova imersao em
solugédo neutralizante (item 4.3.21) por 30 minutos o gel foi lavado em agua Milli-Q e
colocado em suporte em contato com uma membrana de nylon (Hybond-N PROMEGA)
e submetido a transferéncia por capilaridade, segundo Southern (1975), utilizando
tampao de transferéncia SSC 20X (item 4.3.27), como descrito por Sambrook, Fritsch e
Maniatis (1989).

Apo6s 18 horas de transferéncia, a membrana foi lavada em SSC 5X, colocada
para secar em papel de filtro por 30 minutos e em seguida deixada a 80°C por 2 horas,

para fixar o DNA na membrana.
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4.6.3.2 Marcacao da sonda

O DNA sonda foi desnaturado em banho-maria a 100° C durante 5 minutos e
mantido em banho de gelo por 5 minutos. A marcagao foi realizada como descrito por
Sambrook, Fritsch e Maniatis (1989).

Aproximadamente 50 ng da sonda de DNA foram marcados com dCTP p*. A
um volume de 16 yL do fragmento foram acrescentados 2 yL de dCTP p*%, 5 uL de
tampao OLB, (item 4.3.28) 1 yL de BSA 10 mg/mL e 1 pL da enzima DNA polimerase |
(fragmento Klenow). A solucéo foi incubada a 37° C por 20 horas e aquecida a 94° C
por 5 minutos no momento do uso, para desnaturacio da sonda.

O DNA-sonda utilizado foi o plasmideo pTEL construido a partir do plasmidio
pBluescript || KS+ 3.0 kb (LEVIS et al. 1997) mais a regido telomérica de B. cinerea
clivado com a enzima de restricdo BamHI. Essa enzima corta o DNA apenas uma vez e

nao corta a seqliéncia da sonda.

4.6.3.3 Hibridizagéo

A membrana contendo o DNA foi transferida para frascos de hibridizagao e foi
incubada a 50° C durante 72 horas, em solu¢ao de hibridizagdo (NaPO4 0,5 M pH 8,0,
SDS 2% e DNA {mo 20 pug/mL desnaturado por 5 minutos (36uL-10 pg/mL), para pré-
hibridizacdo da membrana. Apds esse periodo, a solugao de hibridizagao foi substituida e
recebeu a adigdo da sonda marcada e desnaturada por 16 horas. A membrana foi lavada
duas vezes durante 20 minutos cada em condicdo de alta estringéncia em solugéo de

SSC 2X, SDS 0,1% a 50° C. A exposi¢ao a radiagao ocorreu overnight.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. INFLUENCIA DO RNAdf EM G. citricarpa

A fim de verificar a possivel agdo das particulas RNAdf na morfologia e
fisiologia do fungo G. citricarpa, inicialmente foram selecionadas linhagens com
presenca do RNAdf e posteriormente submetidas a cura, visando a obtencdo de

linhagens isogénicas.

5.1.1. Caracterizacdo do RNAdf

Foram investigadas 18 linhagens de G. citricarpa quanto a presenca de RNAdf,
sendo evidenciado que cinco linhagens apresentaram bandas de RNAdf (Figuras 1 e 2).
A linhagem 33/05 ainda nao havia sido relatada como hospedeira de RNAdf. A
presenca de RNAdf nas demais (PC7LE10, PC3C, PC7LD6, PCIAC19/02) ja havia sido
relatada por Kava-Cordeiro (2004), sendo confirmada neste trabalho. Segundo Kava-
Cordeiro (2004), tais moléculas provavelmente correspondem a particulas virais da
familia Totiviridae, de aproximadamente 3100 pb.

As particulas de RNAdf detectadas por microscopia eletrénica de transmissao
na linhagem PCIAC19/02 apresentaram um tamanho aproximado de 30nm de didmetro
e 0 numero de particulas visualizadas foi muito grande. Isso sustenta a hipotese dessas
linhagens estarem infectados com virus da familia Totiviridae (KAVA-CORDEIRO,
2004).
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FONTE: KAVA-CORDEIRO (2004)

FIGURA 1: ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE DE ACIDOS NUCLEICOS TOTAIS DE QUATRO
LINHAGENS DE G. citricarpa

Notas: M: marcador de peso molecular DNA A/Hindlll. Seta indica a presenca de RNAdf.
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FIGURA 2: ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE DE ACIDOS NUCLEICOS TOTAIS DE 13
LINHAGENS DE G. citricarpa

Notas: M: marcador de peso molecular DNA A/Hindlll.Seta indica a presenca de RNAdf.
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Nas figuras 1 e 2 as setas indicam as bandas de RNAdf de aproximadamente
3100 pb evidenciadas nas linhagens PC7LD6, PCIAC 19/02 , PC3C, PC7LE10 e
PC33/05. As linhagens PCFTCA 1, PCFTCA 3, PCFTCA 4, PCFTCA 6, PCFTCA 7,
PCFTCA 8, PCFTCA 9, PCFTCA 10, PCFTCA 11, PCJF06, PC28/05 e PC32/05 nao
apresentaram RNAdf e portanto, ndo foram utilizadas no restante do trabalho.

A fim de confirmar que as bandas apresentadas pelas linhagens referem-se
realmente a RNAdf, o DNA gendmico foi submetido a trés tratamentos, com Nuclease
S1, com DNAse e com RNase (Figura 3).
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DNAse Nuclease S1 RNAse

FONTE: O autor

FIGURA 3: PERFIL ELETROFORETICO DO DNA GENOMICO DAS LINHAGENS COM RNAdf APOS
TRATAMENTO COM DNAse, NUCLEASE S1 e RNAse

Notas: (A) M: marcador de peso molecular DNA A/Hindlll.Seta indica a presenca de RNAdf de

aproximadamente 3100pb.
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5.1.2 Cura do RNAdf

Inicialmente testou-se o protocolo de cura por tratamento com
ciclohexaminada. Entretanto, todas as linhagens analisadas se mostraram
extremamente sensiveis a presenca de ciclohexamida em meio de cultura, inclusive na
menor concentracdo utilizada, de 0,5 upg/mL. Nenhum dos pontos de repique das
linhagens analisadas se desenvolveu e formou uma nova col6nia tanto a 28°C quanto a
37°C, inviabilizando, portanto, a tentativa de cura por esta metodologia. Tal dificuldade
ja havia sido reportada por Robinson e Deacon (2001) no fungo fitopatogénico
Rhizoctonia solani (AG3).

Sendo assim, foi testado o protocolo de cura por meio de exposicdo a
temperatura moderadamente elevada, e repique em ponta de hifa. As placas de Petri
contendo os inéculos de cada linhagem estudada foram incubadas a 37°C, temperatura
moderadamente elevada para essa espécie. As colbnias de todas as linhagens
cresceram, mas com crescimento bastante reduzido.

Durante o tratamento para cura do RNAdf varios setores foram produzidos,
especialmente nas linhagens PC33/05 e PCIAC19/02. Tais setores foram utilizados
para obtencdo de DNA e observou-se que em alguns deles ndo houve a cura do RNAdf
(Figura 4). Os setores PC33/05 1INC e PC33/05 2NC, apdés o tratamento com
temperatura moderadamente elevada, ainda apresentam a banda caracteristica de
RNAdf evidenciando portanto que n&o foram curados. Entretanto os setores PC33/05
1C, PC33/05 2C, PC33/05 3C e PC33/05 4C nao apresentam mais a banda de RNAdf.
Estes setores (PC33/05 1NC, PC33/05 2NC) foram utilizados como controle nos
experimentos de avaliagdo da influéncia destas particulas virais na morfologia e
fisiologia de G. citricarpa, visto que pertencem a colbnias que sofreram o mesmo
tratamento para cura.

A Figura 5 apresenta a eletroforese do DNA das cinco linhagens de G.
citricarpa apos tratamento, revelando sucesso na cura destas linhagens, uma vez que

nao apresentam as bandas correspondentes ao RNAdf.



76

Robinson e Deacon (2001), n&o obtiveram sucesso na cura total do RNAdf do
fungo fitopatogénico Rhizoctonia solani (AG3) com a técnica de subculturas de pontas
de hifas. Tal dificuldade também foi relatada por Boland (1992), que também né&o
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.
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FIGURA 4: PERFIL ELETROFORETICO DO DNA GENOMICO DOS SETORES DA LINHAGEM PC33/05
Notas: (A) M: marcador de peso molecular DNA AHindlll.Seta indica a presenca de RNAdf.
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FIGURA 5: PERFIL ELETROFORETICO DO DNA GENOMICO DAS LINHAGENS DE G. citricarpa APOS
TRATAMENTO PARA CURA DO RNAdf

Notas: (A) M: marcador de peso molecular DNA AHindlll.Seta indica a banda de DNA.

5.1.3 Analise Molecular

A fim de confirmar a isogenia das linhagens curadas com as linhagens
contendo RNAdf, foi realizada a analise por meio de marcadores moleculares do tipo
RAPD e sequenciamento da regido ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA.

5.1.3.1. RAPD

Foram utilizados 4 oligonucleotideos iniciadores gerando 46 bandas (Figura 6).
Uma vez que as linhagens pertencem a mesma espécie, apresentaram perfis de
bandas muito semelhantes. Em principio, € possivel verificar que os setores curados
referem-se a G. citricarpa, descartando-se a possibilidade de corresponderem a

contaminantes.
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5.1.3.2. Seqlienciamento da regido ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA

Para comprovar que as linhagens infectadas com RNAdf e as linhagens
curadas sdo realmente isogénicas, foi realizada uma PCR com os oligonucleotideos
iniciadores ITS1 e ITS4, que amplificam a regido ITS1 — rDNA 5,8S — ITS2, e sdo
universais para fungos. Dentre as amostras submetidas a reagdo nao foi observado
polimorfismo, pois todos apresentaram a amplificacdo de um fragmento de
aproximadamente 650 pb, de acordo com o esperado para fungos Ascomicetos, que
amplificam fragmentos de aproximadamente 700 pb (WHITE; MORROW, 1990).

Procedeu-se entdo, o sequenciamento desta regido. Apds o alinhamento e
edicdo das sequéncias contendo a regiao ITS1 — rDNA 5,8S — ITS2, das linhagens
infectadas com RNAdf e as linhagens curadas, os nucleotideos foram comparados com
0 banco de dados de sequéncia (Genbank). Foi possivel a verificagdo de que as
linhagens curadas n&o se tratam de contaminantes, o que poderia justificar as
alteragdes em caracteristicas morfolégicas e fisiolégica descritas neste trabalho. Esse
resultado vem corroborar com os dados obtidos por meio de marcadores RAPD.

Para montar a arvore filogenética (Figura 7), onde €& possivel visualizar a
semelhancga entre as sequéncias, foram utilizadas, além das 16 sequéncias obtidas
neste trabalho, mais 3 de G. mangiferae (EU273524.1, EF488437.1, DQ480349.1) e 3
de G. citricarpa (AF374370.1, AF374371.1, AF346772.1) retiradas do banco de dados
de sequéncias (Genbank). As linhagens de G. mangiferae foram utilizadas como grupo

externo.



FIGURA 7: ARVORE FILOGENETICA DAS LINHAGENS ISOGENICAS COM E SEM RNAdf E LINHAGENS CONTROLE DE G. citricarpa

E G. mangiferae OBTIDA POR MEIO DE SEQUENCIAS DA REGIAO ITS1-5.8S-ITS2 DO rDNA
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33 3d curada its4 rc

PC7LE10

33 1bitsd rc

PC7LE10 CURADA

PCIAC1902 B CURADA

33 2a curada its4 rc

PCIAC1902 A CURADA ITS1

80



81

5.1.4. Analise Morfolégica

Cinco linhagens isogénicas de G. citricarpa, contendo RNAdf e curadas foram
submetidas a analise comparativa das caracteristicas morfologicas e fisiolégicas, como:
crescimento micelial, melanizagdo de apressorio, tamanho do tubo germinativo,

producao de esporos, produgéo de picnidios e taxa de germinagao de esporos.

5.1.4.1. Macromorfologia

ApoOs 2 geragdes de incubagéo a 37°C e o repique em ponta de hifa, verificou-
se que quando incubadas novamente a 28°C, as linhagens PC33/05, PC7LDG6,
PC7LE10 e PC3C cresceram de maneira diferente da habitual, formando setores de
morfologia diferente, como pode ser observado na figura 8. A formagao de setores pode
refletir a instabilidade mitética deste fungo e pode, também, estar relacionado a perda
do RNAdf.

PC33/05 PC7LD6

PC7LE10
o

7

(e

FONTE: O autor )

FIGURA 8: MACROMORFOLOGIA DE Guignardia citricarpa APOS 20 DIAS DE CRESCIMENTO EM MC
A28°C

Nota: setas indicam os setores
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5.1.4.2. Crescimento Radial

A fim de avaliar a influéncia do RNAdf na taxa de crescimento radial, as
linhagens isogénicas de cada linhagem de G. citricarpa foram avaliadas
comparativamente apos 10 e 20 dias de crescimento nos meios de cultura MC e BDA a
28° C. Nos Graficos 1 a 5 estao representadas as médias de 5 repeticdes. Nos Anexos
1 a 5 estdo representados os resultados das Analises de Varidancia (ANOVA) e dos
testes de média Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Para as linhagens PC7LE10, PC7LD6 e PC3C, houve diferencga significativa no
diametro radial entre as linhagens isogénicas, apos 20 dias de incubagcdo no meio de
cultura BDA. As linhagens curadas cresceram menos que as linhagens originais
contendo as particulas de RNAdf (Graficos 1 a 3, Figuras 9, 10 e 11 e Anexos 1 a 3).
Para as linhagens PC7LD6 e PC3C tais diferengas ja sdo observadas ap6s 10 dias de
crescimento em meio BDA. Entretanto, o Meio Completo ndo permite tal discriminagao.

Em estudos feitos com a espécie Chalara elegans, Punja (1994), também,
verificou que a presengca de RNAdf no fungo estava associada com a redugao do
crescimento e alteracdes da colbnia. Resultados contrarios a este foram obtidos por
Zhou e Boland (1999), estes autores verificaram que linhagens hipovirulentas (com
RNAdf) de S. sclerotiorum, produziam menor quantidade de massa micelial do que
linhagens virulentas (livres de RNAdf) em meio de batata liquido (PDB). Melzer e
Boland (1996) observaram que para a espécie Sclerotinia minor, a presengca de RNAdf
nao necessariamente induz a hipoviruléncia, uma vez que alguns isolados virulentos

também apresentaram esses elementos.
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GRAFICO 1: MEDIA DO CRESCIMENTO RADIAL DAS LINHAGENS PC7LE10 E PC7LE10 CURADA
APOS 10 E 20 DIAS DE INCUBACAO A 28° C EM MEIO MC E BDA

Nota: As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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GRAFICO 2: MEDIA DO CRESCIMENTO RADIAL DAS LINHAGENS PC7LD6 E PC7LD6 CURADA
APOS 10 E 20 DIAS DE INCUBAGCAO A 28° C EM MEIO MC E BDA

Nota: As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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FONTE: O autor

GRAFICO 3: MEDIA DO CRESCIMENTO RADIAL DAS LINHAGENS PC3C E PC3C CURADA APOS 10
E 20 DIAS DE INCUBACAO A 28° C EM MEIO MC E BDA

Nota: As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

PC7LE10 PC7LE10 CURADA

FONTE: O autor . . B
FIGURA 9: LINHAGENS ISOGENICAS PC7LE10 E PC7LE10 CURADA APOS 20 DIAS DE INCUBACAO
A 28°C EM MEIO BDA
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PC7LD6 PC7LD6 CURADA

FONTE: O autor . ) 3
FIGURA 10: LINHAGENS ISOGENICAS PC7LD6 E PC7LD6 CURADA @POS 10 DIAS DE INCUBACAO
A 28°C EM MEIO BDA (A), E EM 20 DIAS DE INCUBAGCAO A 28°C EM MEIO BDA (B)
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FONTE: O autor

FIGURA 11: LINHAGENS ISOGENCIAS PC3C E PC3C CURADA APOS 10 DIAS DE INCUBACAO A
28°C EM MEIO MC (A), EM 20 DIAS DE INCUBACAO A 28°C EM MEIO MC (B), EM 10
DIAS DE INCUBACAO EM MEIO BDA (C) E EM 20 DIAS DE INCUBACAO EM MEIO
BDA (D)
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Ha varios relatos na literatura que demonstram diferentes influéncias que
particulas de RNAdf causam sobre diferentes espécies fungicas. No presente trabalho
também foi observado respostas diferentes em fungcdo da presenca de RNAdf. Na
linhagem PCIAC19/02 o RNAdf parece exercer pouca influéncia no crescimento
micelial, porém quando ela é observada, percebe-se que o RNAdf parece limitar o
crescimento do fungo. Isto pode ser observado no Grafico 4 (também na Figura 17 e
Anexo 4), uma vez que as linhagens curadas PCIAC19/02 A e PCIAC19/02 B
apresentaram crescimento radial superior em quase todos os tempos e meios de cultivo
analisados neste trabalho. 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 diferenca na taxa de
crescimento e viruléncia, sendo menores para o grupo contendo RNAdf. A diferenga de
acao do RNAdf observada no presente trabalho, pode ser causada por varios fatores.
Uma possibilidade € a de que a particula de RNAdf presente nesta linhagem, ndo seja a
mesma encontrada nas demais analisadas aqui. Reforga esta hipétese, a sutil diferenca
de tamanho desta particula quando separada por eletroforese em gel de agarose
(Figura 1). A fim de comprovar tal hipotese, sugere-se que seja realizada eletroforese
em gel de poliacrilamida que possui maior capacidade de separagao de moléculas de
tamanhos muitos proximos. Além disso, faz-se necessario o sequenciamento destas
moléculas de RNAdf e a analise em microscopia eletrbnica de transmissdo. Tais

experimentos serao realizados em etapas futuras.
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GRAFICO 4: MEDIA DO CRESCIMENTO RADIAL DA LINHAGEM PCIAC19/02 E SEUS SETORES
CURADOS PCIAC19/02 A E PCIAC19/02 B APOS 10 E 20 DIAS DE INCUBACAO A 28° C
EM MEIO MC E BDA

Nota: As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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PCIAC19/02 PCIAC19/02 A PCIAC19/02 B

FONTE: O autor

FIGURA 12: LINHAGENS ISOGENICAS PCIAC19/02, PCIAC19/02 A E PCIAC19/02 B APOS 10 DIAS
DE INCUBACAO A 28°C EM MEIO MC (A), EM 20 DIAS DE INCUBACAO A 28°C EM
MEIO MC (B), EM 10 DIAS DE INCUBACAO EM MEIO BDA (C)

Em funcdo da linhagem PC33/05 possuir além de setores curados também
setores ndo curados (mas que passaram pelo estresse da temperatura elevada), as
analises foram feitas separadamente (Graficos 5 a 8 e Anexos 5 a 8). Em todos os
tempos de incubacdo e meios de cultura, o setor curado PC33/05 1C apresentou
crescimento estatisticamente menor que a linhagem com o RNAdf (Gréaficos 5 a 8, setas
vermelhas). Por outro lado, o setor PC33/05 2C (curado) apresentou crescimento radial
menor estatisticamente que a linhagem portadora do RNAdf (PC33/05) apenas quando
incubado em meio MC (Graficos 7 e 8).
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Considerando a linhagem PC33/05 e seus setores (PC33/05 1NC e PC33/05
2NC que passaram pelo estresse da temperatura elevada, mas ndo perderam o RNAdf)
e as linhagens isogénicas curadas PC33/05 1C, PC33/05 2C, PC33/05 3C e PC33/05
4C apos 10 dias de crescimento em meio MC, observou-se que a linhagem PC33/05
com RNAdf cresceu menos que o setor PC33/05 1INC e a linhagem PC33/05 4C.
Comparando com setores PC33/05 2NC, PC33/05 1C e PC33/05 2C, a PC33/05
original apresentou um crescimento micelial maior (Grafico 5, Figura 13 e anexo 5).
Apos 10 dias em BDA os setores PC33/05 2NC e PC33/05 1C cresceram
significativamente menos quando comparadas a linhagem PC33/05 com RNAdf,
comparando com os demais setores ndo houve diferencga significativa (Grafico 5). Apos
20 dias de incubagao em MC os setores PC33/05 1C e PC33/05 2C cresceram menos
que a linhagem PC33/05, ja o setor PC33/05 4C cresceu mais que a linhagem PC33/05
(Grafico 8). Em BDA a linhagem PC33/05 1C foi a unica que cresceu significativamente
menos comparando com a linhagem PC33/05. Nos outros setores n&o houve diferenca

significativa de crescimento (Grafico 6, Figura 13 e anexo 5).
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GRAFICO 5: MEDIA DO CRESCIMENTO RADIAL DA LINHAGEM PC33/05 E SEUS SETORES NAO
CURADOS PC33/05 1NC E PC33/05 2NC E OS SETORES CURADOS PC33/05 1C,
PC33/05 2C, PC33/05 3C E PC33/05 4C APOS 10 DIAS DE INCUBACAO A 28°C EM
MEIO BDA

Nota: As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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GRAFICO 6: MEDIA DO CRESCIMENTO RADIAL DA LINHAGEM PC33/05 E SEUS SETORES NAO
CURADOS PC33/05 1INC E PC33/05 2NC E OS SETORES CURADOS PC33/05 1C,
PC33/05 2C, PC33/05 3C E PC33/05 4C APOS 20 DIAS DE INCUBACAO A 28°C EM

MEIO BDA

Nota: As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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GRAFICO 7: MEDIA DO CRESCIMENTO RADIAL DA LINHAGEM PC33/05 E SEUS SETORES NAO
CURADOS PC33/05 1INC E PC33/05 2NC E OS SETORES CURADOS PC33/05 1C,
PC33/05 2C, PC33/05 3C E PC33/05 4C APOS 10 DIAS DE INCUBACAO A 28°C EM

MEIO MC

Nota: As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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GRAFICO 8: MEDIA DO CRESCIMENTO RADIAL DA LINHAGEM PC33/05 E SEUS SETORES NAO
CURADOS PC33/05 1NC E PC33/05 2NC E OS SETORES CURADOS PC33/05 1C,
PC33/05 2C, PC33/05 3C E PC33/05 4C APOS 20 DIAS DE INCUBACAO A 28°C EM
MEIO MC

Nota: As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Os setores curados PC33/05 3C e PC33/05 4C nao apresentaram crescimento
radial estatisticamente diferente dos controles portadores de RNAdf, independente do
meio de cultivo ou tempo de incubagdo. Uma possivel explicacdo seria uma flutuagao
na titulagdo das moléculas de RNAdf decorrente do estresse do processo de cura para
explicar os resultados encontrados para o setor ndo curado PC33/05 2NC (Graficos 5 a
8). Em meio MC (10 e 20 dias) e em meio BDA (10 dias) tal setor apresentou
crescimento radial estatisticamente menor que o controle com RNAdf (PC33/05). Outra
hipotese é que a diminuicdo no crescimento radial neste setor tenha sido causada pelo
estresse de temperatura moderadamente alta. A fim de verificar tais hipoteses, sugere-
se extrair novamente os acidos nucléicos totais destes setores. Por outro lado, ndo
houve diferenga estatistica entre o crescimento do setor PC33/05 1NC e do controle
PC33/05, apés 10 e 20 dias de crescimento em meio BDA e 20 dias em meio MC. Apds
10 dias de incubacdo em meio MC, o setor PC33/05 1NC cresceu mais do que o
controle PC33/05.

Assim, analisando os graficos 1 a 8, verifica-se uma tendéncia a menor
crescimento nas linhagens curadas do que nas respectivas isogénicas (com excegao da

PCIAC19/02), o que pode sugerir que as moléculas de RNAdf presentes nestas
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linhagens estejam contribuindo para o crescimento do fungo. Nas figuras 9 a 13 esta
ilustrada a morfologia das linhagens isogénicas nas quais houve diferengas

significativas no crescimento radial.

PC33/05 PC33/05 1NC PC33/05 2NC

FONTE: O autor

FIGURA 13: LINHAGENS ISOGENICAS PC33/05, PC33/05 1NC, PC33/05 2NC, PC33/05 1C, PC33/05
2C, PC33/05 3C E PC33/05 4C APOS 10 DIAS DE INCUBACAO A 28°C EM MEIO MC
(A), EM 20 DIAS DE INCUBACAO A 28°C EM MEIO MC (B), EM 10 DIAS DE
INCUBACAO EM MEIO BDA (C), E EM 20 DIAS DE INCUBACAO EM MEIO BDA (D),
(CONTINUA)
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FIGURA 13: LINHAGENS ISOGENICAS PC33/05, PC33/05 1NC, PC33/05 2NC, PC33/05 1C, PC33/05
2C, PC33/05 3C E PC33/05 4C APOS 10 DIAS DE INCUBACAO A 28°C EM MEIO MC
(A), EM 20 DIAS DE INCUBACAO A 28°C EM MEIO MC (B), EM 10 DIAS DE
INCUBAGAO EM MEIO BDA (C), E EM 20 DIAS DE INCUBAGAO EM MEIO BDA (D),
(CONTINUA)
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PC33/05 PC33/05 1NC PC33/05 2NC

FONTE: O autor

FIGURA 13: LINHAGENS ISOGENICAS PC33/05, PC33/05 1NC, PC33/05 2NC, PC33/05 1C, PC33/05
2C, PC33/05 3C E PC33/05 4C APOS 10 DIAS DE INCUBACAO A 28°C EM MEIO MC
(A), EM 20 DIAS DE INCUBACAO A 28°C EM MEIO MC (B), EM 10 DIAS DE
INCUBACAO EM MEIO BDA (C), E EM 20 DIAS DE INCUBACAO EM MEIO BDA (D),
(CONCLUSAO DA FIGURA)

Quando se compara o crescimento radial nos dois meios de cultura analisados
(MC e BDA) pode-se perceber que todas as linhagens tiveram um crescimento mais
expressivo no meio BDA, tanto aos 10 dias de incubagao (Anexo 21) quanto apés 20
dias de incubagdo (Anexo 22). Isto possivelmente contribuiu para que as maiores
diferencas entre as linhagens isogénicas tenham sido encontradas apds crescimento

em meio BDA. Igualmente, o maior tempo de crescimento facilitou esta distingéo.




96

Assim, sugere-se que em futuros trabalhos com esta espécie de fungo, o crescimento
micelial de linhagens isogénicas seja comparado apds 20 dias de crescimento em meio
de cultura BDA. O crescimento micelial pode ser quantificado também em meio BDA
liquido. ZHOU e BOLAND (1999) verificaram que linhagens hipovirulentas (com RNAdf)
produziram menor quantidade de massa micelial do que linhagens virulentas (livres de
RNAdf) em meio BDA liquido.

5.1.4.3. Esporulacéo

A principal forma de disseminacao do fungo G. citricarpa no campo é por meio
de esporos que aderem na superficie do fruto onde germinam formando as lesdes
tipicas da doenca Mancha Preta dos Citros. Em fungao disso, a producédo de conidios
foi utilizada na comparagdo das linhagens isogénicas (com e sem RNAdf). Os
resultados podem ser observados nos Graficos 9 a 14 que apresentam as médias de 5
repeticdes. Os resultados ndao sao conclusivos, pois para cada linhagem a cura do
RNAdf aparentemente causou diferentes efeitos, diminuindo ou aumentando a
producdo de esporos, ou até ndo apresentando qualquer efeito. O efeito também diferiu
em fungcdo do meio de cultura utilizado. Novamente, observou-se grande variagdo na
influéncia do RNAdf nestas linhagens, sendo que algumas linhagens contendo o RNAdf
esporularam menos do que as isogénicas curadas (PC7LD6, PC3C e PCIAC19/02) e
algumas esporularam mais do que as curadas (PC7LE10 e PC33/05). Os resultados
estdo sumarizados nos graficos 9 a 14 e anexos 9 a 14.

Observa-se no grafico 9 que a linhagem PC7LD6 com RNAdf esporulou menos
do que a isogénica curada em ambos meios de cultura (Anexo 10). Boland (1992) cita
uma possivel associagdo entre RNAdf e hipoviruléncia no fungo Sclerotinia
sclerotiorum, ja que isolados virulentos ndo apresentaram RNAdf e a transmissao de

RNAdf ocorreu associada com o fenétipo de hipoviruléncia para as linhagens virulentas.
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GRAFICO 9: NUMERO DE ESPOROS PRODUZIDOS PELAS LINHAGENS PC7LD6 E PC7LD6
CURADA APOS 10 E 20 DIAS DE INCUBACAO A 28° C EM MEIO MC E BDA

Nota: As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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GRAFICO 10: NUMERO DE ESPOROS PRODUZIDOS PELAS LINHAGENS PC3C E PC3C CURADA
APOS 10 E 20 DIAS DE INCUBACAO A 28° C EM MEIO MC E BDA

Nota: As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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GRAFICO 11: NUMERO DE ESPOROS PRODUZIDOS PELA LINHAGEM PCIAC19/02 E SEUS
SETORES CURADOS PCIAC19/02 A E PCIAC19/02 B APOS 10 E 20 DIAS DE
INCUBAGAO A 28° C EM MEIO MC E BDA

Nota: As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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GRAFICO 12: NUMERO DE ESPOROS PRODUZIDOS PELAS LINHAGENS PC7LE10 E PC7LE10

CURADA APOS 10 E 20 DIAS DE INCUBAGAO A 28° C EM MEIO MC E BDA
Nota: As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Em MC nao houve diferencga significativa entre as linhagens isogénicas PC3C e
PC3C curada (Grafico 10). Ja em BDA a linhagem com RNAdf esporulou menos
(Grafico 10 e Anexo 11). Tal variagao no efeito produzido pela cura do RNAdf também
pode ser observado entre os setores curados em uma mesma linhagem. A linhagem
PCIAC19/02 com RNAdf, esporulou menos que as linhagens isogénicas curadas
PCIAC19/02 A e PCIAC19/02 B (Grafico 11 e Anexo 12) no meio de cultura BDA.
Entretanto, em meio de cultura MC apenas houve aumento da produg¢ao de esporos na
linhagem curada PCIAC19/02 B, enquanto a linhagem curada PCIAC19/02 A produziu a
mesma quantidade que a PCIAC19/02 contendo o RNAdf.

Entretanto, em meio MC, a linhagem PC7LE10 curada esporulou menos do
que a isogénica contendo o RNAdf, no entanto quando analisadas no meio BDA a
esporulagao nao diferiu estatisticamente embora tenha sido menor (Grafico 12 e Anexo
9).

Resultados interessantes foram observados para a linhagem PC33/05 quando
cultivadas em meio MC, onde pode-se verificar que os setores curados PC33/05 1C,
PC33/05 2C e PC33/05 3C produziram menos esporos estatisticamente do que a
linhagem contendo o RNAdf (Grafico 13 e Anexo 14) Por outro lado, nos setores nao
curados PC33/05 1NC e PC33/05 2NC a produgcdo de esporos nao diferiu
estatisticamente da linhagem PC33/05 original com RNAdf. A presenca de RNAdf nesse
caso parece atuar como fator de hiperviruléncia, ja que os setores curados produziram
menos esporos e 0s setores que passaram pelo estresse da temperatura elevada mas
ainda apresentavam a particula viral, apresentaram taxa de esporulacdo muito
semelhante a linhagem com RNAdf.

Como o observado para o crescimento radial, a produ¢cao de esporos do setor

curado PC33/05 4C nao diferiu estatisticamente da producao da linhagem com RNAdf.
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GRAFICO 13: NUMERO DE ESPOROS PRODUZIDOS PELA LINHAGEM PC33/05, SEUS SETORES
NAO CURADOS PC33/05 1NC, PC33/05 2NC, E PELOS SETORES CURADOS
PC33/05 1C, PC33/05 2C, PC33/05 3C E PC33/05 4C APOS 20 DIAS DE INCUBACAO
A 28° C EM MEIO MC

Nota: As médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. As letras minusculas re referem ao meio MC, as letras

maiusculas se referem ao meio BDA.

No meio BDA, o setor curado PC33/05 1C também produziu menos esporos do
que a linhagem PC33/05 controle contendo RNAdf (Grafico 14 e Anexo 14). Entretanto,
o setor PC33/05 2C nao apresentou estatisticamente menor produgao de esporos do
que a linhagem isogénica PC33/05. Observou-se também que os setores nao curados
PC33/05 1NC e PC33/05 2NC produziram significativamente menos esporos que a
linhagem controle contendo RNAdf. No caso do setor curado PC33/05 4C a taxa de
esporulagcao observada nao diferiu estatisticamente daquela apresentada pela linhagem
PC33/05 controle e o setor PC33/05 3C produziu mais esporos que a PC33/05 com
RNAdf.

Comparando linhagens de Chalara elegans que continham RNAdf, quanto ao
crescimento, patogenicidade e sobrevivéncia no solo, Punja (1994) verificou que a
presenca de RNAdf no fungo estava associada com um aumento na esporulagao,
alteragdo da morfologia da colénia e redugdo no crescimento e na patogenicidade.

Castro et al. (1999) observaram neste mesmo fungo que células infectadas com virus
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apresentaram um importante grau de degeneragao celular em seu citoplasma, inclusive
com o desaparecimento de organelas.

Desta forma, nao foi possivel atribuir qualquer efeito da cura do RNAdf na
producido de esporos especialmente no meio de cultura BDA. Talvez isto se deva ao
fato de ser esta uma caracteristica dificil de ser mensurada no fungo G. citricarpa, que
produz esporos dentro de estruturas chamadas picnidios. Sendo assim, novos

experimentos foram realizados visando a avaliacdo da formacao de picnidios em folhas

de citros.
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GRAFICO 14: NUMERO DE ESPOROS PRODUZIDOS PELA LINHAGEM PC33/05, SEUS SETORES
NAO CURADOS PC33/05 1NC, PC33/05 2NC, E PELOS SETORES CURADOS
PC33/05 1C, PC33/05 2C, PC33/05 3C E PC33/05 4C APOS 20 DIAS DE INCUBACAO
A 28° C EM MEIO BDA

Nota: As médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. As letras minusculas re referem ao meio MC, as letras

maiusculas se referem ao meio BDA.

5.1.4.4. Producao de Picnidios em Folhas Citricas

As lesbes da Mancha Preta dos Citros sdo caracterizadas pela formacao de
picnidios na superficie das folhas e dos frutos citricos. Desta forma, esta caracteristica
foi utilizada na comparagéo das linhagens isogénicas (com e sem RNAdf). No Grafico

15 estdo apresentadas as médias de 8 repeticoes.
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Observa-se que para as linhagens PC7LE10, PC3C e PCIAC19/02, as
comparacgoes realizadas com as suas linhagens isogénicas, revelaram que todas as
linhagens curadas produziram significativamente menos picnidios do que aquelas
contendo RNAdf (Grafico 15 e Anexos 15, 16 e 18).
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GRAFICO 15: PRODUGCAO DE PICNIDIOS PELAS LINHAGENS DE G. citricarpa NA SUPERFICIE DE
FOLHAS DE CITROS AUTOCLAVADAS E INCUBADAS EM AGAR-AGUA POR 21 DIAS
A28°C

Nota: As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

No Grafico 15 estdo representados os dados de producdo de picnidios das
linhagens isogénicas PC33/05 (com RNAdf), PC33/05 1NC e PC33/05 2NC (2 setores
que passaram pelo estresse da temperatura elevada mas nao perderam o RNAdf) e as
linhagens PC33/05 1C, PC33/05 2C e PC33/05 3C (curadas). O teste de médias Tukey
revelou que a linhagem original com RNAdf apresentou significativamente mais
picnidios do que as demais (com e sem RNAdJf). Entretanto, as linhagens curadas
(PC33/05 1C, PC33/05 2C e PC33/05 3C) apresentaram menor produg¢ao de picnidios
do que aos setores com RNAdf (PC33/05 1NC e PC33/05 2NC) (Grafico 15 e Anexo
15). Estes resultados sugerem que o estresse sofrido pelo tratamento com temperatura

moderadamente alta pode influenciar na produgdo de picnidios, seja permanente
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(mutagdes) ou temporaria (fisioldgica). Entretanto, a diferenga encontrada na produgao
de picnidios entre os setores curados com os setores que ainda possuem o RNAdf,
reforga os achados para as linhagens PC7LE10, PC3C e PCIAC19/02, ou seja, a perda
do RNAdf pode causar redugado na produgao dos picnidios do fungo G. citricarpa em
folhas citricas. A Figura 14 apresenta a fotomicrografia de um segmento foliar apés 21
dias da inoculagdo com as linhagens isogénicas PC33/05 1C (curada) e PC33/05

portadora do RNAdf, revelando significativa diferenga na produgao de picnidios.

FONTE: O autor

FIGURA 14: FOTOMICROGRAFIA DA SUPERFICIE FOLIAR APRESENTANDO PICNIDIOS APOS 21
DIAS DE INOCULACAO DAS LINHAGENS ISOGENICAS PC33/05 1C CURADA (A) E
PELA LINHAGEM PC33/05 CONTENDO RNAJf (B)

NOTA: Setas exemplificam os picnidios. Aumento de 10 X.

Entretanto, para a linhagem PC7LD6 os resultados encontrados foram o
contrario dos demais, ou seja, a linhagem PC7LD6 curada produziu mais picnidios do
que a linhagem portadora do RNAdf (Figura 15). Varias hipoteses podem ser
levantadas para explicar tais resultados. Uma explicacéo plausivel seria que a particula
viral presente nesta linhagem pode ser diferente daquela encontrada nas demais
linhagens, e que este virus, por ser um regulador negativo da patogenicidade pode ser

promissor em estratégias de controle biolégico deste fungo fitopatogénico. Para
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comprovar tal hipétese, sequenciamento dos RNAdf devem ser realizados em trabalhos
futuros. Sugere-se também a realizagao de eletroforese em gel de poliacrilamida, onde

a discriminacao de pequenas diferencas de tamanho em moléculas de DNA é mais facil

de ser detectada.

FONTE: O autor

FIGURA 15: FOTOMICROGRAFIA DA SUPERFICIE FOLIAR APRESENTANDO PICNIDIOS APOS 21
DIAS DE INOCULAGCAO DAS LINHAGENS ISOGENICAS PC7LD6 CURADA (A) E PELA
LINHAGEM PC7LD6 CONTENDO RNAdf (B)

NOTA: Setas exemplificam os picnidios. Aumento de 10 X.

5.1.4.5. Melanizacao de Apressorio e Germinacao de Esporos

Esta avaliagdo foi realizada com as linhagens isogénicas PC33/05 (com
RNAdf) e PC33/05 1C (curada). Comparando o numero de esporos germinados nestas
linhagens, foi possivel constatar que houve diferenga significativa entre as linhagens
isogénicas, sendo que na linhagem PC33/05 (com RNAdf) maior numero de esporos
germinados foram encontrados apds 72 horas de incubagao a 28°C (Grafico 16, Figuras
15 e 16) do que na linhagem curada. Os esporos, além de estarem presentes em maior

numero sempre apresentavam tubo germinativo mais longo. A quantidade de
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apressorios produzidos em laminas da linhagem PC33/05 também foi maior que na
linhagem PC33/05 1C (curada). Entretanto os apressorios de ambas preparagdes
apresentaram-se sempre melanizados e septados.

Esta € uma importante observacgao, pois sabe-se que o0 sucesso da penetracao
na planta hospedeira pela maioria dos fungos, depende da formagao de apressérios
(KUBO et al., 1996). A reducéo significativa na germinagao de esporos observada apos
a cura do RNAdf pode interferir na patogenicidade do fungo para a planta. Tal
experimento devera ser realizado também com as demais linhagens a fim de confirmar
tais achados.

Outra caracteristica bastante importante observada nesta analise foi a
pigmentacdo dos apressorios, pois sabe-se que este pigmento media a formagao de
uma pressdo hidrostatica essencial para a penetracdo do apressorio na planta
(HOWARD; FERRARI, 1989; BOURETT; HOWARD, 1990).
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GRAFICO 16: NUMERO MEDIO DE ESPOROS GERMINADOS POR cm EM MEMBRANA DE
CELOFANE APOS 72 HORAS DE INCUBACAO A 28°C

Nota: As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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FONTE: O autor

FIGURA 16: FOTOMICROGRAFIA DE ESPOROS E APRESSORIOS DA LINHAGEM PC33/05 APOS 72
HORAS DE INCUBACAO A 28°C

Nota: Aumento:400X A) as setas indicam apressoérios melanizados e septados. B) as setas indicam
apressorios com longos tubos germinativos. C e D) esporos germinados.
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FONTE: O autor

FIGURA 17: FOTOMICROGRAFIA DE ESPOROS E APRESSORIOS DA LINHAGEM PC33/05 1C
CURADA APOS 72 HORAS DE INCUBACAO A 28° C

Nota: A) a seta indica esporo no inicio da germinagdo. Aumento: 400X B) as setas indicam apressorios

melanizados e curtos tubos germinativos. Aumento: 400X C) a seta indica o Unico esporo germinado.

Aumento: 400X D) apressorio (seta) e tubo germinativo. Aumento: 1000X
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Analisando os resultados de forma geral foi possivel perceber que a
interferéncia causada pelo RNAdf variou muito entre as linhagens analisadas (Tabela
6). Entretanto, os dados mais pertinentes sdo aqueles obtidos com a linhagem
PC33/05, pois esta € a unica, entre as analisadas neste trabalho, que possui teste de
patogenicidade. Além disso, esta linhagem formou setores que foram curados e setores
em que a cura nao ocorreu, permitindo assim uma comparagao mais confiavel, sendo
os setores nao curados utilizados como controles adicionais, uma vez que a
temperatura moderadamente elevada e repiques de ponta de hifa poderiam por si s6
alterar caracteristicas desta linhagem.

Os setores PC33/05 1C e PC33/05 2C apresentaram um menor crescimento
radial e uma menor taxa de produgao de esporos quando comparados com a linhagem
original (PC33/05) contendo RNAdf, entretanto, no perfil de RAPD e seqlenciamento,
verifica-se que estas linhagens sao idénticas aos outros setores curados e a linhagem
PC33/05 contendo RNAdf. Assim, sugere-se que as moléculas de RNAdf
(provavelmente particulas virais) presentes na linhagem PC33/05 possam estar
contribuindo para o aumento da producao de esporos e crescimento do fungo, e desta
forma poderiam estar atuando na hiperviruléncia desta linhagem. A fim de corroborar
tais hipoteses, testes de patogenicidade deverdo ser realizados com as linhagens
portadoras deste RNAdf e com os setores curados.

No caso dos setores curados PC33/05 3C e PC33/05 4C, as analises de
crescimento radial e taxa de produgdo de esporos mostraram que estas linhagens se
comportaram de maneira bastante semelhante a linhagem PC33/05 com RNAdf. Nestas
linhagens, em funcdo da frequente formagao de setores (o que reflete instabilidade
mitética), pode ter ocorrido também nestas linhagens eventos de transposi¢cao que

poderiam interferir nos resultados obtidos.



TABELA 6: AVALIAGAO GERAL DAS LINHAGENS SUBMETIDAS A CURA EM COMPARAGAO AOS ISOLADOS DE G. citricarpa

Experimentos/
Linhagens

CRESCIMEN
TO RADIAL
10 DIAS MC

CRESCIMEN
TO RADIAL
20 DIAS MC

CRESCIMEN
TO RADIAL
10 DIAS BDA

CRESCIMEN
TO RADIAL
20 DIAS BDA

PRODUCAO
DE
ESPOROS
MC

PRODUCAO
DE
ESPOROS
BDA

PRODUCAO
DE
PICNIDIOS

ESPOROS
GERMINADOS

PC3C
CURADA

+

+

PC7LD6
CURADA

PC7LE10
CURADA

PCIAC1902 A

PCIAC1902 B

PC33/05 INC

+| +

PC33/05 2NC

PC33/05 1C

PC33/05 2C

PC33/05 3C

+

*

PC33/05 4C

*

Nota: Resultados obtidos quando comparados a respectiva linhagem original com RNAdf. +, significa que a linhagem curada obteve um aumento
na caracteristica. -, significa que a linhagem curada obteve uma redugao na caracteristica., =, ndo houve diferenga significativa e *, quando n&o foi

analisado.

60T
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No experimento da producéo de picnidios em folhas de citros, segundo Tiago
(2001) a sugestao seria repetir o experimento utilizando linhagens com numero de
repiques diversos e tempo de crescimento diferente, caso ocorra realmente diferenca
na titulag&o viral, essa poderia ser identificada. Tiago (2001) analisou a correlagao entre
a presenga de RNA dupla fita e produgdo de proteases degradadoras de cuticula,
secrecdo de proteina total e producdo de conidios em linhagens isogénicas de
Metarhizium anisopliae variedade acridum (=Metarhizium flavoviride) e Paecilomyces
fumosoroseus. Neste trabalho, ndo foi encontrada correlacdo entre os parametros
analisados com a presenga ou auséncia de RNA dupla fita, sugerindo que a infecgao
deve ser latente nesses fungos. Em etapas futuras, todas as linhagens devem ser

comparadas quanto a taxa de germinagao de esporos.

5.2. ESTIMATIVA DO NUMERO DE CROMOSSOMOS

5.2.1. Obtencao do Plasmidio pTEL

Apos a producgao de células competentes de E. coli, foi feita a transformagao do
plasmidio pTEL (LEVIS et al, 1997) (Anexo 19). Esse plasmidio possui o gene de
resisténcia a ampicilina e, dessa forma, puderam ser isoladas col6nias da bactéria
transformada. Posteriormente, o plasmidio foi purificado e quantificado em gel de

agarose 1% (Figura 18).
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FONTE: O autor )
FIGURA 18: ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE DO PLASMIDIO pTEL
Notas M: marcador de peso molecular DNA Ladder 1000pb, 1: plasmidio pTEL.

5.2.2. Southern Blotting e Hibridizagao

O plasmidio pTEL foi utilizado como sonda marcada radioativamente, para
hibridizar com a membrana contendo DNA gendmico clivado com as enzimas Pvull e
BamHI de linhagens de G. citricarpa (PC28/05, PC32/05, PC33/05 e PCIAC19/02), G.
mangiferae (EC01/05, EC19/05, EC22/05) e Phyllosticta spinarum (ECPR3, ECPRY5)
para verificar o numero de cromossomos de cada espécie. Foi utilizada a linhagem
MSE de Aspergillus niger como controle. Blanco (1999), utilizando a técnica de
eletroforese em campo pulsado (Figuras 20 e 21) observou 8 bandas que representam
pelo menos 8 cromossomos no fungo G. mangiferae. A autora calculou o peso
molecular de cada cromossomo do isolado EC86 de G. mangiferae, sendo o maior de
3,7 Mb e o menor de 1,1 Mb. Se for considerado apenas 1 cromossomo por banda, o
tamanho total do genoma destes isolados de G. mangiferae, € de 21,5 Mb. O numero
de cromossomos e o tamanho do genoma encontrados nestes isolados podem ser
subestimados em fungdo da nao separacao de todos os cromossomos potencialmente
existentes. Entretanto, ndo ha informagdes na literatura sobre o numero de

cromossomos das espécies G. citricarpa e P. spinarum.
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A hibridizagdo da membrana com a sonda telomérica permitiu observar 16
bandas nas linhagens de G. mangiferae, correspondendo a pelo menos 8 cromossomos
(Figura 19) como observado por Blanco (1999). Em G. citricarpa foi possivel observar
14 bandas o que representa pelo menos 7 cromossomos e, no caso de P. spinarum,
pelo menos 6 cromossomos uma vez que foi observado 12 bandas para estas
linhagens (Figura 19). Porém a qualidade da hibridizagdo n&o foi boa e novas analises

deverao ser feitas para a confirmagao destes dados, inclusive utilizando novas enzimas

de restri¢ao.

PC32/05
PC33/05
ECPR3

ECPR5

ECO01/05
EC19/05
EC22/05

N
=
)
O
<
O
o

FONTE: O autor

FIGURA 19: HIBRIDIZACAO COM SONDA TELOMERICA pTEL. AMOSTRAS DE G. citricarpa (PC32/05,
PC33/05, PCIAC19/02), G. mangiferae (EC01/05, EC19/05, EC22/05) E Phyllosticta
spinarum (ECPR3, ECPR5), DNA CLIVADO COM ENZIMA BamHI
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FONTE: BLANCO, 1999.

FIGURA 20: ELETROFORESE EM CAMPO PULSADO DOS ISOLADOS EC86, EC216, PC16 E PC4 DE
G. mangiferae

Nota: SC: Saccharomyces cerevisae; MSE: Aspergillus nidulans.

FONTE: BLANCO, 1999.

FIGURA 21: ELETROFORESE EM CAMPO PULSADO DO ISOLADO EC86 DE G. mangiferae. SETAS
INDICAM BANDAS DE MAIOR INTENSIDADE

Nota: SC: Saccharomyces cerevisae; MSE: Aspergillus nidulans.

Como o DNA genbmico das linhagens analisadas foi clivado com enzima de
restricdo, o numero de cromossomos sera sempre a metade do numero de bandas
vistas na membrana, isso porque utilizando sonda telomérica os dois telémeros

existentes em cada cromossomo acabam se separando. No caso de eletroforese em
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campo pulsado, o numero de bandas observadas na membrana corresponde
exatamente ao numero de cromossomos, pois nao ocorre clivagem do DNA
anteriormente.

Levis et al, (1997), também tiveram sucesso na tentativa de detectar o numero
de cromossomos no fungo fitopatogénico Botrytis cinerea, utilizando a sequéncia
telomérica pTEL como sonda, os autores concluiram que as bandas encontradas se
referem a um numero minimo de 7 a 8 cromossomos entre as linhagens analisadas. Em
2002, utilizando a mesma sequéncia como sonda, Viaud et al. determinaram que para 9
isolados do entomopatdégeno Beauveria bassiana, o numero de cromossomos variou
entre 7 e 8, entretanto devido a intensidade de algumas bandas, os autores sugeriram

que pode haver 2 cromossomos formando uma unica banda.
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6. CONCLUSOES

e O protocolo de cura de RNAdf por repique de ponta de hifa em crescimento com
temperatura moderadamente elevada é eficiente para a cura do RNAdf do fungo

G. citricarpa.

e A isogenia das linhagens curadas e infectadas com RNAdf foi comprovada por
meio de marcadores moleculares do tipo RAPD (Random Amplified Polymorphic

DNA), e por sequenciamento da regido ITS1-5,8S- ITS2 do DNA ribossomal.

e O RNAdf presente nas linhagens de G. citricarpa analisadas influencia
caracteristicas relevantes na patogenicidade do fungo como crescimento radial,

esporulacao e producgao de picnidios.

e A utilizagcdo de sonda telomérica pTEL é eficiente na determinagcdo do numero de

cromossomos nas especies G. citricarpa, G. mangiferae e Phyllosticta spinarum.

e Foi possivel confirmar que as linhagens de G. mangiferae possuem pelo menos

8 cromossomos.

e As linhagens de G. citricarpa utilizadas neste trabalho possuem pelo menos 7

Cromossomaos.

e As linhagens de P. spinarum utilizadas neste trabalho possuem pelo menos 6

cromossomeos.
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ANEXOS

ANEXO 1- ANOVA E TESTE DE MEDIAS (PROGRAMA ASSISTAT) DAS
LINHAGENS PC7LE10 E PC7LE10 CURADA QUANTO AO
CRESCIMENTO MICELIAL EM MC E BDA APOS 10 E 20 DIAS DE
CRESCIMENTO.

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO

ANOVA
F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
TRATAMENTOS 7 102.57800 14.65400 108.0230 **
RESIDUO 32 4.34100 0.13566
Total 39 106.91900

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)

TESTE DAS MEDIAS

MC 10 DIAS 2.22000 d
CURADA MC 10 DIAS  1.86000 d
BDA 10 DIAS 3.93000 c
CURADA BDA 10 DIAS 3.23000 c¢
MC 20 DIAS 3.59000 c
CURADA MC 20 DIAS  3.37000 c
BDA 20 DIAS 7.03000 a

CURADA BDA 20 DIAS 5.61000 b
DMS = 0.75440, MG = 3.85500, CV% = 9.55423
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

ANEXO2- ANOVA E TESTE DE MEDIAS (PROGRAMA ASSISTAT) DAS
LINHAGENS PC7LD6 E PC7LD6 CURADA QUANTO AO
CRESCIMENTO MICELIAL EM MC E BDA APOS 10 E 20 DIAS DE
CRESCIMENTO.

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO

ANOVA
F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
TRATAMENTOS 7 145.82775 20.83254  1073.4962 **
RESIDUO 32 0.62100 0.01941
Total 39 146.44875

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
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TESTE DAS MEDIAS

MC 10 DIAS 1.90000 f
CURADA MC 10 DIAS  2.02000 f
BDA 10 DIAS 4.27000 c
CURADA BDA 10 DIAS 3.70000 d
MC 20 DIAS 3.25000 e
CURADA MC 20 DIAS  3.37000 e
BDA 20 DIAS 7.65000 a
CURADA BDA 20 DIAS 6.54000 b

DMS = 0.28533, MG = 4.08750, CV% = 3.40811

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

ANEXO 3- ANOVA E TESTE DE MEDIAS (PROGRAMA ASSISTAT) DAS
LINHAGENS PC3C E PC3C CURADA QUANTO AO CRESCIMENTO
MICELIAL EM MC E BDA APOS 10 E 20 DIAS DE CRESCIMENTO.

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO

ANOVA
F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
TRATAMENTOS 7 87.41694 12.48813  31.3920 **
RESIDUO 32 12.73000 0.39781
Total 39 100.14694

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)

TESTE DAS MEDIAS

MC 10 DIAS 1.99000 d
CURADA MC 10 DIAS  2.08000 cd
BDA 10 DIAS 4.24000 b
CURADA BDA 10 DIAS 2.04000 cd
MC 20 DIAS 3.38000 b
CURADA MC 20 DIAS  3.33000 bc
BDA 20 DIAS 6.58000 a

CURADA BDA 20 DIAS 4.49000 b
DMS =1.29187, MG = 3.51625, CV% = 17.93740

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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ANEXO 4 - ANOVA E TESTE DE MEDIAS (PROGRAMA ASSISTAT) DAS
LINHAGENS PCIAC19/02, PCIAC19/02 A E PCIAC19/02 B, SENDO A E
B SETORES CURADOS, QUANTO AO CRESCIMENTO MICELIAL EM
MC E BDA APOS 10 E 20 DIAS DE CRESCIMENTO.
EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO
ANOVA
F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
TRATAMENTOS 11 196.56346 17.86941 2741232 **
RESIDUO 48 3.12900 0.06519
Total 59 199.69246

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)

TESTE DAS MEDIAS
MC 10 DIAS 2.23000 f
MC SETOR A10 DIAS 2.13000 f
MC SETOR B 10 DIAS  2.80000 e
BDA 10 DIAS 3.95000 cd
BDA SETOR A 10 DIAS 4.09000 cd
BDA SETOR B 10 DIAS 5.16000 b
MC 20 DIAS 3.66000 d
MC SETOR A 20 DIAS  3.60000 d
MC SETOR B 20 DIAS  4.36000 c
BDA 20 DIAS 7.12000 a
BDA SETOR A 20 DIAS 7.20000 a

BDA SETOR B 20 DIAS 7.51000 a
DMS = 0.55435, MG = 4.48417, CV% = 5.69378

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

ANEXO5- ANOVA E TESTE DE MEDIAS (PROGRAMA ASSISTAT) DAS

LINHAGENS 33/05, 33/05 1NC, 33/05 2NC (SETORES CURADOS),
33/05 1C, 33/05 2C E 33/05 3C E 33/05 4C (SETORES NAO CURADOS),
QUANTO AO CRESCIMENTO MICELIAL EM BDA APOS 10 DIAS DE
CRESCIMENTO.

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO

ANOVA
F.V. G.L. s.Q. Q.M. F

TRATAMENTOS 6 10.89443 1.81574 7.4810 **

RESIDUO 28 6.79600 0.24271

Total 34 17.69043

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)



33/05
33/05 1NC
33/05 2NC
33/05 1C
33/05 2C
33/05 3C
33/05 4C

DMS =
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TESTE DAS MEDIAS
5.31000 ab
5.46000 ab
4.24000 c
4.30000 c
4.84000 abc
4.48000 bc

5.75000 a
0.79743, MG = 4.38800, CV% = 7.54019

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

ANEXO 6- ANOVA E TESTE DE MEDIAS (PROGRAMA ASSISTAT) DAS
LINHAGENS 33/05, 33/05 1NC, 33/05 2NC (SETORES CURADOS),
33/05 1C, 33/05 2C E 33/05 3C E 33/05 4C (SETORES NAO CURADOS),
QUANTO AO CRESCIMENTO MICELIAL EM BDA APOS 20 DIAS DE
CRESCIMENTO.
EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO
ANOVA
F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
TRATAMENTOS 6 4.90147 0.81691 6.3279 **
RESIDUO 28 3.61472 0.12910
Total 34 8.51619

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)

33/05
33/05 1NC
33/05 2NC
33/05 1C
33/05 2C
33/05 3C
33/05 4C

TESTE DAS MEDIAS
7.66000 a
7.24400 a
7.36000 a
6.44000 b
7.10000 ab
7.21000 a
7.60000 a

DMS = 0.72032, MG = 7.23057, CV% = 4.96919
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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ANEXO7- ANOVA E TESTE DE MEDIAS (PROGRAMA ASSISTAT) DAS
LINHAGENS 33/05, 33/05 1NC, 33/05 2NC (SETORES CURADOS),
33/05 1C, 33/05 2C E 33/05 3C E 33/05 4C (SETORES NAO CURADOS),
QUANTO AO CRESCIMENTO MICELIAL EM MC APOS 10 DIAS DE
CRESCIMENTO.

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO

ANOVA
F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
TRATAMENTOS 6 3.61486 0.60248 25.7941 **
RESIDUO 28 0.65400 0.02336
Total 34 4.26886

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)

TESTE DAS MEDIAS

33/05 2.08000 b
33/05 1NC 2.40000 a
33/05 2NC 1.76000 c
33/05 1C 1.74000 c
33/05 2C 1.59000 c
33/05 3C 2.33000 ab
33/05 4C 2.41000 a

DMS = 0.30639, MG = 2.04429, CV% = 7.47598

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

ANEXO 8- ANOVA E TESTE DE MEDIAS (PROGRAMA ASSISTAT) DAS
LINHAGENS 33/05, 33/05 1NC, 33/05 2NC (SETORES CURADOS),
33/05 1C, 33/05 2C E 33/05 3C E 33/05 4C (SETORES NAO CURADOS),
QUANTO AO CRESCIMENTO MICELIAL EM MC APOS 20 DIAS DE
CRESCIMENTO.

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO

ANOVA
F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
TRATAMENTOS 6 10.94786 1.82464  42.7174**
RESIDUO 28 1.19600 0.04271
Total 34 12.14386

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
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TESTE DAS MEDIAS

33/05 3.54000 bc
33/05 1NC 3.88000 ab
33/05 2NC 3.41000 c
33/05 1C 2.67000 d
33/05 2C 2.40000 d
33/05 3C 3.68000 abc
33/05 4C 3.98000 a

DMS = 0.41434, MG = 3.36571, CV% = 6.14058

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

ANEXO 9- ANOVA E TESTE DE MEDIAS (PROGRAMA ASSISTAT) DAS
LINHAGENS PC7LE10 E PC7LE10 CURADA QUANTO A
PRODUCAO DE ESPOROS APOS INCUBACAO EM MC E BDA
DURANTE 20 DIAS A 28 °C.

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO

ANOVA
F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
TRATAMENTOS 3 23063.75000 7687.91667 81.4614 **
RESIDUO 16 1510.00000 94.37500
Total 19 24573.75000

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)

TESTE DAS MEDIAS

MC 106.00000 a
CURADA MC 24.00000 b
BDA 36.00000 b
CURADA BDA 25.00000 b

DMS = 17.59538, MG = 47.75000, CV% = 20.34488

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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ANEXO 10 -ANOVA E TESTE DE MEDIAS (PROGRAMA ASSISTAT) DAS
LINHAGENS PC7LD6 E PC7LED6 CURADA QUANTO A PRODUGCAO DE
ESPOROS APOS INCUBACAO EM MC E BDA DURANTE 20 DIAS A

28°C.
EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO
ANOVA
F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
TRATAMENTOS 3 14083.75000 4694.58333 13.5096 **
RESIDUO 16 5560.00000 347.50000
Total 19 19643.75000

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)

TESTE DAS MEDIAS

MC 73.00000 b
CURADA MC 110.00000 a
BDA 75.00000 b
CURADA BDA 137.00000 a

DMS = 33.76350, MG = 98.75000, CV% = 18.87732

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

ANEXO 11 —ANOVA E TESTE DE MEDIAS (PROGRAMA ASSISTAT) DAS
LINHAGENS PC3C E PC3C CURADA QUANTO A PRODUCAO DE
ESPOROS APOS INCUBACAO EM MC E BDA DURANTE 20 DIAS A
28°C.

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO

ANOVA
F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
TRATAMENTOS 3 60083.75000 20027.91667 27.4120 **
RESIDUO 16 11690.00000 730.62500
Total 19 71773.75000

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)

TESTE DAS MEDIAS

MC 49.00000 ¢
CURADA MC 69.00000 bc
BDA 109.00000 b
CURADA BDA 192.00000 a

DMS = 48.95728, MG = 104.75000, CV% = 25.80437
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As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

ANEXO 12-ANOVA E TESTE DE MEDIAS (PROGRAMA ASSISTAT) DAS
LINHAGENS PCIAC19/02, PCIAC19/02 A E PCIAC19/02 B (SETORES
CURADOS) QUANTO A PRODUGCAO DE ESPOROS APOS INCUBAGCAO
EM MC E BDA DURANTE 20 DIAS A 28 °C.

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO

ANOVA
F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
TRATAMENTOS 5 64616.66667 12923.33333 65.7119 **
RESIDUO 24 4720.00000 196.66667
Total 29 69336.66667

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)

TESTE DAS MEDIAS

PCIAC19/02 MC 40.00000 b
SETOR A MC 46.00000 b
SETOR B MC 124.00000 a
PCIAC19/02 BDA 24.00000 b
SETOR A BDA 138.00000 a
SETOR B BDA 122.00000 a

DMS = 27.40702, MG = 82.33333, CV% = 17.03294
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

ANEXO 13-ANOVA E TESTE DE MEDIAS (PROGRAMA ASSISTAT) DAS
LINHAGENS PC33/05, 33/05 1NC, 33/05 2NC (SETORES NAO
CURADOS), 33/05 1C, 33/05 2C, 33/05 3C E 33/05 4C (SETORES
CURADOS) QUANTO A PRODUGCAO DE ESPOROS APOS INCUBAGAO
EM BDA DURANTE 20 DIAS A 28 °C.

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO

ANOVA
F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
TRATAMENTOS 6 44468.57143 7411.42857  44.6280 **
RESIDUO 28 4650.00000 166.07143
Total 34 49118.57143

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
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TESTE DAS MEDIAS

33/05 85.00000 b
33/05 1NC 44.00000 cd
33/05 2NC 53.00000 ¢
33/05 1C 27.00000 d
33/05 2C 65.00000 bc
33/05 3C 144.00000 a
33/05 4C 90.00000 b

DMS = 25.83553, MG = 72.57143, CV% = 17.75750

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

ANEXO 14— ANOVA E TESTE DE MEDIAS (PROGRAMA ASSISTAT) DAS
LINHAGENS PC33/05, 33/05 1NC, 33/05 2NC (SETORES NAO
CURADOS), 33/05 1C, 33/05 2C, 33/05 3C E 33/05 4C (SETORES
CURADOS) QUANTO A PRODUGCAO DE ESPOROS APOS INCUBAGAO
EM MC DURANTE 20 DIAS A 28 °C.

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO

ANOVA
F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
TRATAMENTOS 6 81498.57143 13583.09524  44.5347**
RESIDUO 28 8540.00000 305.00000
Total 34 90038.57143

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)

TESTE DAS MEDIAS

33/05 125.00000 ab
33/05 1NC 120.00000 ab
33/05 2NC 149.00000 a
33/05 1C 20.00000 d
33/05 2C 17.00000 d
33/05 3C 79.00000 c
33/05 4C 109.00000 bc

DMS = 35.01223, MG = 88.42857, CV% = 19.74955

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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ANEXO 15- ANOVA E TESTE DE MEDIAS (PROGRAMA ASSISTAT) DAS
LINHAGENS PC7LE10 E PC7LE10 CURADA QUANTO A PRODUCAO
DE PICNIDIOS EM FOLHA DE CITROS AUTOCLAVADA EM AGAR-
AGUA COM 3% DE MC APOS 21 DIAS DE INCUBAGAO A 28 °C.

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO

ANOVA
F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
TRATAMENTOS 1 18145.12500 18145.12500 36.9586 **
RESIDUO 6 2945.75000 490.95833
Total 7 21090.87500

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)

TESTE DAS MEDIAS
PC7LE10 126.50000 a

PC7LE10 CURADA 31.25000 b
DMS = 38.33261, MG = 78.87500, CV% = 28.09202

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

ANEXO 16 —~ANOVA E TESTE DE MEDIAS (PROGRAMA ASSISTAT) DAS
LINHAGENS PC3C E PC3C CURADA QUANTO A PRODUCAO DE
PICNIDIOS EM FOLHA DE CITROS AUTOCLAVADA EM AGAR-AGUA
COM 3% DE MC APOS 21 DIAS DE INCUBACAO A 28 °C.

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO

ANOVA
F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
TRATAMENTOS 1 13612.50000 13612.50000 168.2286 **
RESIDUO 6 485.50000 80.91667
Total 7 14098.00000

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)

TESTE DAS MEDIAS
PC3C 135.25000 a

PC3C CURADA 52.75000 b
DMS = 15.56199, MG = 94.00000, CV% = 9.56954

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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ANEXO 17 —ANOVA E TESTE DE MEDIAS (PROGRAMA ASSISTAT) DAS
LINHAGENS PC7LD6 E PC7LD6 CURADA QUANTO A PRODUGAO DE
PICNIDIOS EM FOLHA DE CITROS AUTOCLAVADA EM AGAR-AGUA
COM 3% DE MC APOS 21 DIAS DE INCUBAGAO A 28C.

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO

ANOVA
F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
TRATAMENTOS 1 35912.00000 35912.00000 172.3776 **
RESIDUO 6 1250.00000 208.33333
Total 7 37162.00000

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)

TESTE DAS MEDIAS
PC7LD6 40.50000 b
PC7LD6 CURADA 174.50000 a
DMS = 24.97040, MG = 107.50000, CV% = 13.42675
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

ANEXO 18- ANOVA E TESTE DE MEDIAS (PROGRAMA ASSISTAT) DAS
LINHAGENS PCIAC1902, PCIAC1902 A E PCIAC1902 B (SETORES
CURADOS) QUANTO A PRODUCAO DE PICNIDIOS EM FOLHA DE
CITROS AUTOCLAVADA EM AGAR-AGUA COM 3% DE MC APOS 21
DIAS DE INCUBACAO A 28 °C.

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO

ANOVA
F.V. G.L. s.Q. Q.M. F
TRATAMENTOS 2 16384.66667  8192.33333 17.2581 *
RESIDUO 9 4272.25000 474.69444
Total 11 20656.91667

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
TESTE DAS MEDIAS

PCIAC1902 148.75000 a
SETOR A 65.25000 b
SETOR B 76.75000 b

DMS = 43.03028, MG =96.91667, CV% = 22.48064

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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ANEXO 19 —ANOVA E TESTE DE MEDIAS (PROGRAMA ASSISTAT) DAS
LINHAGENS 33/05, 1A, 1B (SETORES CURADOS), 2A, 2B E 3D
(SETORES NAO CURADOS) E 33/05 CURADA QUANTO A PRODUCAO
DE PICNIDIOS EM FOLHA DE CITROS AUTOCLAVADA EM AGAR-
AGUA COM 3% DE MC APOS 21 DIAS DE INCUBAGAO A 28 °C.

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO

ANOVA
F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
TRATAMENTOS 6 157301.85714 26216.97619 50.7379 **
RESIDUO 21 10851.00000 516.71429
Total 27 168152.85714

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
TESTE DAS MEDIAS

33/05 240.25000 a
33/05 1NC 147.50000 b
33/05 2NC 154.25000 b
33/05 1C 36.50000 ¢
33/05 2C 32.25000 ¢
33/05 3C 42.25000 ¢
33/05 4C 50.00000 ¢

DMS = 52.24963, MG = 100.42857, CV% = 22.63435

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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ANEXO 20 —-ANOVA E TESTE DE MEDIAS (PROGRAMA ASSISTAT) DAS
LINHAGENS 33/05 E 2 A QUANTO AO NUMERO DE ESPOROS
GERMINADOS APOS 72 HORAS DE INCUBAGCAO A 28 °C.

EXPERIMENTO EM BLOCOS CASUALIZADOS

ANOVA
F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
BLOCOS 3 10.50000 3.50000 1.2353 ns
TRATAMENTOS 1 2112.50000 2112.50000 745.5882 **
RESIDUO 3 8.50000 2.83333
Total 7 2131.50000

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
ns nao significativo (p >=.05)
TESTE DAS MEDIAS

Médias de bloco

BLOCO 1 29.00000 a
BLOCO 2 28.50000 a
BLOCO 3 26.00000 a
BLOCO 4 27.50000 a

DMSB = 8.12933

Médias de tratamento
33/05 44.00000 a

2A 11.50000 b
DMS = 3.78731, MG = 27.75000, CV% = 6.06577

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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ANEXO 21- CRESCIMENTO RADIAL DAS LINHAGENS DE G. citricarpa APOS 10
DIAS DE INCUBAGCAO A 28°C NOS MEIOS DE CULTURA MC E BDA.
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ANEXO 22- CRESCIMENTO RADIAL DAS LINHAGENS DE G. citricarpa APOS 20

DIAS DE INCUBAGCAO A 28°C NOS MEIOS DE CULTURA MC E BDA.
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ANEXO 23- MAPA DO PLASMIDIO p Bluescript Il KS+

1 [+) erigin 135441

p-galactosidase «-fragment 460-814

multiple cloning site 653-740

lac promoter §17-938 ampicillin |
pUC origin 1158-1825

Sacl
ampicillin resistance (bla) ORF 1974-2833 pBluescript Il KS+ MCS
3.0 kb T Kpn |
\ Plac
pUC ori |
pBluescript Il KS (+/-} Multiple Cloning Site Region
(sequence shown 598-826)
Mot |
IFuHII | T7 Pramaoter - Sluc_-l Ficﬁlﬂlucll | Tug| >I:I.1-ul
TTGTAAAACGACGGCCAGTGAGCGC GOGTAAT ACGACTCACTATAGGGCGAAT TGEAGC TCCACCGO GGTGGLGGOCGCTCTAGA. . .
M13 =20 primer binding site T7F primer binding site i 5K primer binding sife...
E:_:-_CIII Apa
Slp-el BomH xl..-u | r:n FeoR 1 EcoRV I-Ilind i %’;}.’]F‘S' Isu| | >i||u| ﬁ:ﬁﬁmg 'n?p.. |
v SACTAGTGEATCCCC CGEGCTGC AGEAATTCAATATCAAGCTTAT COATACCG TCGACCT CAAGGGGGEEGEC COGGETACC . . .
— -
. AK primer binding sie - K5 primer binding site
- T3 Promaoter II}_-;H Il Ig-gul o-fragment
R 1
+» CAGCTTTTGTTCCC TTTAGTGAGGGTTAATTGCGCGC TTGGRCGT AATCATGGTCATAGC TGTTTCC
T T3 primer binding site M1 3 Revarse primer binding sfle

147



	RESUMO 
	ABSTRACT 
	1. INTRODUÇÃO 
	 
	 
	 
	 
	2. OBJETIVOS 
	3. REVISÃO DA LITERATURA 
	 
	3.1 FUNGOS ENDOFÍTICOS E FUNGOS FITOPATOGÊNICOS 
	3.2 O GÊNERO Guignardia (Viala e Ravaz) E SEU ANAMORFO Phyllosticta (Pers. Ex Desm.) 
	3.3 MANCHA PRETA DO CITROS 
	3.4 MARCADORES MOLECULARES 
	3.4.1 Marcadores RAPD 
	3.4.2 Marcadores ITS 

	3.5 RNA DUPLA FITA EM FUNGOS 
	3.6 CURA DO RNA DUPLA FITA EM FUNGOS 
	 
	4 MATERIAL E MÉTODOS 
	4.2.1 Meio Ágar-Água 
	4.2.2 Meio BDA 
	4.2.3 Meio Completo (MC) (PONTECORVO et al., 1953, modificado por AZEVEDO; COSTA, 1973) 
	4.2.4 Meio Completo (MC) com ciclohexamida 
	4.2.5 Meio LA (Luria Ágar) 
	4.2.6 Meio LB (Luria-Bertani) 

	4.3 SOLUÇÕES E TAMPÕES 
	4.3.1 Clorofane 
	4.3.2 Clorofil 
	4.3.3 DNAse (Invitrogen) 
	4.3.4 Dodecil Sulfato de Sódio (SDS) 10% 
	4.3.5 Fenol Saturado 
	4.3.6 GET 
	4.3.7 Gel de Agarose 1% (p/v) em Tampão TBE 1X 
	4.3.8 Gel de Agarose 1,5% (p/v) em Tampão TBE 1X 
	4.3.9 Nuclease S1 (Invitrogen) 
	4.3.10 RNAse (USB) 
	4.3.11 Solução de Vitaminas 
	4.3.12 Solução Salina 
	4.3.13 Solução de “Twen 80” 
	4.3.14 Solução de Acetato de Potássio 3M (KOAc) pH 5,2 
	4.3.15 Solução de Brometo de Etídio 
	4.3.16 Solução EDTA 0,5 M pH 8,0 (estoque) 
	4.3.17 Solução Tris-HCl 1 M pH 8,0 (estoque) 
	4.3.18 Solução de Ciclohexamida (20 mg/mL) 
	4.3.19 Solução de Lise 
	4.3.20 Solução Desnaturante 
	4.3.21 Solução Neutralizante 
	4.3.22 Tampão de corrida (“gel loading buffer”) 
	4.3.23 Tampão de Extração de DNA (RAEDER; BRODA, 1985) 
	4.3.24 Tampão TE 
	4.3.25 Tampão TBE 5x (solução estoque) 
	4.3.26 Tampão de corrida TAE 10X 
	4.3.27 Tampão de Transferência SSC 20X 
	4.3.28 Tampão OLB 

	4.4 PREPARO DE MATERIAL 
	4.4.1 Esterilização 
	4.4.2 Incubação 

	4.5 INFLUÊNCIA DO RNAdf EM G. citricarpa 
	4.5.1 Extração de Ácidos Nucléicos totais (RAEDER; BRODA, 1985 modificado por BLANCO, 1999) 
	4.5.2 Identificação da Presença de RNA dupla fita 
	4.5.4 Cura do RNAdf 
	4.5.5 Análise da Identidade Genética por RAPD 
	4.5.6 Seqüenciamento da Região ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA  
	4.5.6.1 Amplificação 
	4.5.6.2 Purificação do DNA 
	4.5.6.3 Reação de Seqüenciamento 
	4.5.6.4 Purificação da Reação de Seqüenciamento 
	4.5.6.5 Edição e Análise das Seqüências 
	4.5.6.6. Análise Filogenética 

	4.5.7 Avaliação da Influência do RNAdf na morfologia de G. citricarpa  
	4.5.7.1 Caracterização Macromorfológica 
	4.5.7.2 Produção de Esporos  
	4.5.7.3 Formação de Picnídios de G. citricarpa em folhas autoclavadas 
	4.5.7.4 Melanização de Apressório e Germinação de Esporos 
	4.6 ESTIMATIVA DO NÚMERO DE CROMOSSOMOS 
	4.6.1 Transformação de Escherichia coli 
	4.6.2 Purificação do Plasmídio 
	4.6.3 Southern Blotting e Hibridização 
	4.6.3.1 Southern Blotting 
	4.6.3.2 Marcação da sonda 
	4.6.3.3 Hibridização 


	5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
	5.1. INFLUÊNCIA DO RNAdf EM G. citricarpa 
	 5.1.1. Caracterização do RNAdf 
	 
	5.1.2 Cura do RNAdf 
	5.1.3 Análise Molecular 
	5.1.3.1. RAPD 
	 
	5.1.3.2. Seqüenciamento da região ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA  
	5.1.4.1. Macromorfologia 
	5.1.4.2. Crescimento Radial 
	5.1.4.3. Esporulação  
	5.1.4.4. Produção de Picnídios em Folhas Cítricas 
	5.1.4.5. Melanização de Apressório e Germinação de Esporos 

	5.2. ESTIMATIVA DO NÚMERO DE CROMOSSOMOS 
	5.2.1. Obtenção do Plasmídio pTEL 
	5.2.2. Southern Blotting e Hibridização 
	 


	 
	 
	6. CONCLUSÕES 
	GUIMARÃES, P.M.; JOSÉ, A.C. ; PROITE, K.; BERTIOLI, D.J.; LEAL-BERTIOLI, S.C.M. Development of molecular markers for resistance gene analogs in wild Arachis spp. Fitopatologia Brasileira, Brasília, v.30 n.6, p.663-667, 2005 



