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1 INTRODUCAO

O Brasil destaca-se na citricultura, sendo detentor de um terco da producgao
mundial e 85% da producédo internacional do suco de laranja, representando uma
das principais atividades do agronegocio brasileiro (AGRIANUAL 2009;
ASSOCITRUS, 2010). Entretanto, em que pese a importancia do setor, 0 mesmo é
afetado por véarios problemas de ordem fitossanitaria, notadamente as doencas
causadas por micro-organismos. E, dentre estas, destaca-se a Mancha Preta dos
Citros (MPC), ou Pinta Preta, como também é designada.

Os sintomas da MPC restringem-se quase que exclusivamente a casca dos
frutos de onde vem os prejuizos causados pela sua depreciagdo, principalmente no
mercado externo. De tal forma, muitas pesquisas fazem-se prioritarias e urgentes
com vistas a minimizar os prejuizos.

A MPC é causada pelo fungo Guignardia citricarpa VAN DER AA, 1973
(anamorfo: Phyllosticta citricarpa), uma doenca quarentenaria Al para os paises da
Unido Européia e Estados Unidos da América. Ela afeta praticamente todas as
espécies de citros com importancia econémica, especialmente as laranja doces
(Citrus sinensis) (WULANDARI et al., 2009). Ha relatos da ocorréncia da MPC em
paises da Africa, Asia, Oceania, América do Sul e Caribe (EPPO 2009; CABI, 2010)

Duas espécies morfologicamente similares do género estdo associadas as
plantas citricas: G. citricarpa (anamorfo: Phyllosticta citricarpa) e Phyllosticta
capitalensis (GLIENKE et al., 2010). Baldassari et al.(2008), relatam que somente
G. citricarpa causa a MPC mas ambas, G. citricarpa e P. capitalensis, podem ser
isoladas de plantas citricas, podendo P. capitalensis também ser isolada em frutos
afetados pela MPC, no ultimo caso, estes isolados sédo considerados oportunistas e,
possivelmente mostram-se como antagonistas a espécie patogénica. Phyllosticta
citribraziliensis (GLIENKE et al., 2010) foi isolada de citros no Brasil, sendo
anteriormente tratada como Phyllosticta spinarum (STRINGARI et al., 2009).

Devido a relevancia da doenca MPC, a busca de alternativas eficientes de
controle e, na medida do possivel, sob uma otica e concepcao de sustentabilidade
mais refinada, fazem-se urgentes e imprescindiveis, tornando-se evidente a

importancia do seu estudo.



Uma estratégia que demonstrou ser eficiente e promissora no manejo de
doencas é a selecdo de antagonistas capazes de serem agregados ao arsenal de
protecdo contra os patdégenos. Entre eles, destacam-se 0S micro-organismos
endofiticos que se associam as plantas de forma mutualistica, competindo com
patégenos, diminuindo a acdo dos herbivoros e de insetos, aumentando a tolerancia
a estresses abidticos e bidticos, protegendo as plantas e favorecendo seu
crescimento, em contrapartida, recebem protecdo e nutrientes do seu hospedeiro
(AZEVEDO et al., 2000; BACON e WHITE, 2000; ARNOLD, 2008; RODRIGUEZ et
al., 2009). Na estreita relacdo entre endofiticos e a planta hospedeira pode ocorrer
producdo de metabdlitos secundarios que interferem de alguma forma no
desenvolvimento de patégenos (SCHULZ et al., 2006; BACKMAN e SIKORA, 2008;
YU et al., 2010).

Figueiredo (2006), em estudos realizados com fungos endofiticos isolados
de Maytenus ilicifolia (espinheira-santa), sugeriu o potencial de endofiticos do
género Xylaria como possiveis agentes no controle de G. citricarpa. Estudos de
interagcdo in planta entre o agente causal da MPC e os isolados endofiticos de
Xylaria sp. sdo necessarios para verificar o potencial destes para o controle biolégico
do patdgeno e as interacdes que estes apresentam.

O presente estudo relata um protocolo eficiente de agrotransformacao para
G. citricarpa e Xylaria sp., representando uma importante ferramenta para 0s
estudos gendmicos de G. citricarpa e nas intera¢des planta-patdgeno com potenciais
controladores bioldgicos.

Para compreensédo sobre a variabilidade genética de G. citricarpa torna-se
importante estabelecer o estudo da anastomose de hifas e formacdo de
heterocarios, bem como o estabelecimento de grupos de compatibilidade vegetativa.
Os sistemas de compatibilidade vegetativa geralmente restringem a transferéncia de
material nuclear e elementos citoplasmaticos durante o crescimento do fungo e
podem ser utilizados em estudos de variabilidade genética de varias espécies. Sao
denominadas compativeis vegetativamente as linhagens que apresentam identidade
alélica para um conjunto particular de loci denominados het ou vic. A presenca de
tais loci possibilita aos seus portadores a formacdo de heterocarios estaveis. Por
outro lado, linhagens que diferem em qualquer um destes loci sado incapazes de
formar heterocarios estaveis e sdo classificadas como vegetativamente
incompativeis (PUHALLA, 1985; LESLIE, 1993; SAUPE, 2000). A heterocariose



consiste no primeiro estagio do ciclo parassexual e podem resultar em hapléides
recombinantes através dos processos de recombinacdo e haploidizagéo,
responsaveis pela variabilidade genética de patdégenos. Esta relacionada com o
surgimento de isolados resistentes a fungicidas e de linhagens capazes de quebrar a
resisténcia de plantas (AZEVEDO, 1998).

Nos casos de cruzamentos compativeis, considera-se que exista uma
similaridade genética entre os isolados e uma provavel origem geografica comum,
além de haver semelhantes atributos bioldgicos, fisiologicos e patogénicos (GLASS
et al., 2000). Isto significa dizer que, nestas linhagens, quando presentes no mesmo
hospedeiro e ao mesmo tempo, podem ocorrer a heterocariose e a complementacao
de alelos.

O sistema de agrotransformacgéo desenvolvido para G. citricarpa possibilitara
a visualizacdo das fusdes de hifas que estdo ocorrendo entre as linhagens e as
reacoes de compatibilidade, por meio de microscopia de epifluorescéncia. Sendo o
protocolo de agrotransformacéo eficaz para G. citricarpa, 0 mesmo podera ser
realizado com P. capitalensis, utilizando um gene repoérter diferente, possibilitando a
visualizagao das interacdes que ocorrem, o entendimento das rotas de colonizag&o
entre linhagens patogénicas e endofiticas, bem como a formacdo dos grupos de
compatibilidade vegetativa. A precisdo na identificacdo e entendimento da forma de
atuacao e colonizacéo das duas espécies adquire grande importancia econémica.

Neste contexto, o desenvolvimento de um eficiente e viavel sistema de
transformacdo para G. citricarpa relatado aqui, € importante, pois contribuira para
elucidar a funcdo de genes relacionados com a patogenicidade e viruléncia, abrindo
um horizonte de possibilidades de estratégias moleculares para fins de controle

bioldgico.



2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como obijetivos:

. Desenvolver a metodologia eficiente de agrotransformacédo para
Guignardia citricarpa e analisar os transformantes;

. Isolar fungos endofiticos de espinheira-santa (Maytenus ilicifolia Mart.
ex. Reiss) e identificar os principais géneros com sequenciamento da regido ITS1-
5.8S-ITS2 do rDNA,;

. Realizar testes de atividade antimicrobiana contra G. citricarpa,
utilizando os fungos endofiticos isolados de espinheira-santa;

. Desenvolver metodologia de agrotransformacédo para os endofiticos
potencialmente capazes de inibir G. citricarpa;

. Verificar a presenca de pareamentos de linhagens de G. citricarpa,
P. capitalensis e P. citribraziliensis potencialmente capazes de trocar materiais
nucleares e citoplasmaticos entre si, formando Grupos de Compatibilidade
Vegetativa (GCV);

. Realizar analise taxondmica com sequenciamento das regides ITS1-
5.8S-ITS2 do rDNA e parcial do gene al do fator de elongacao das linhagens de
G. citricarpa, P. capitalensis e P. citribraziliensis utilizadas no estudo de

compatibilidade vegetativa.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Mancha Preta do Citros e Guignardia citricarpa Kiely

Entre os agentes causadores de consideraveis perdas para citricultura
brasileira destaca-se o fungo patogénico Guignardia citricarpa Kiely (Phyllosticta
citricarpa Van Der Aa), espécie causadora da doenca conhecida como Mancha Preta
dos Citros (MPC). A doenca foi descrita pela primeira vez em 1895, na Australia, nas
proximidades da cidade de Sidney (KIELY, 1948), como sendo responsavel por
perdas de frutos de laranjeira da variedade Valéncia. No ano de 1925, detectou-se
sua presenca na Africa do Sul (DOIDGE, 1929), como conseqiiéncia da importac&o
de mudas provenientes da Australia. Posteriormente, foi detectada em diversos
continentes, entre eles a América do Sul (FEICHTENBERGER, 1996;
FEICHTENBERGER et al., 1997). Atualmente a doenca esta presente em varios
paises da Africa (Mocambique, Zimbabue e Africa do Sul), Asia (China, Coréia,
Hong-Kong, Filipinas, Taiwan, Japdo), Oceania (Australia) e América do Sul
(Argentina, Peru, Uruguai e Brasil), Caribe (Cuba), assim como no Estado da Florida,
EUA. As maiores perdas vém sendo registradas na Africa do Sul, Jap&o, Argentina
e, principalmente, no Brasil (EPPO, 2009; CABI, 2010)

No Brasil, apesar de nao ter sido mencionada perda em relacdo a producéo
de frutos, a MPC foi descrita pela primeira vez a partir de frutos verificados em uma
feira livre em Piracicaba, interior de S&o Paulo, em 1940 (AVENA-SACCA,1940).
Mais tarde a doenca foi relatada no Rio de Janeiro, nos municipios de Sdo Gongalo
e Itaborai, causando perdas em frutos de pomares de “Tangerina-Rio” (ROBBS et
al., 1990), e posteriormente disseminando-se pela baixada Fluminense. No Estado
do Rio de Janeiro a doenca esté presente em frutos de laranjas Lima, Seleta, Folha
Murcha, Natal e Valéncia (GOES et al., 1990). Posteriormente, a principal regiao
produtora do Rio Grande do Sul, no Vale do Cai, também foi afetada, no ano de
1986 (FEICHTENBERGER, 1996).

Em 1992, a MPC foi relatada em frutos de limao verdadeiro e laranja doce,
nos municipios de Conchal e Engenho Coelho (GOES e FEICHTENBERGER, 1993),
espalhando-se de forma endémica pela regido produtora de citros do interior de S&o
Paulo (FEICHTENBERGER, 1996; GOES, 1998). Atualmente a doenca esta

presente em todas as regides produtoras de citros do Estado, atingindo todas as
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variedades de laranja doces, limbes verdadeiros, pomelos e algumas variedades de
tangerina (FEICHTENBERGER, 1996a). Para o caso do Estado de S&o Paulo, a
rapida disseminacdo do patdgeno pode ter sido favorecida pelas condigbes
ambientais propicias a multiplicacdo do fungo, no ano de 1994
(FEICHTENBERGER, 1996b), quando o estresse hidrico contribuiu para uma grande
desfolha das plantas, e subsequentemente, com as chuvas de primavera e verao,
com a formacao e liberacdo de ascésporos do fungo, e consequente disseminacao
para toda a regido, ampliando sua distribuicdo geografica.

A MPC é causada pelo fungo G. citricarpa Kiely, um ascomiceto,
Loculoascomiceto, pertencente a ordem Dothideales e familia Dothideacea.
Caracteriza-se por apresentar uma fase assexuada, descrita como Phyllosticta
citricarpa, e uma fase sexuada descrita como G. citricarpa. Geralmente, ambas as
formas séo encontradas associadas. A fase assexuada foi descrita pela primeira vez,
em 1889 por McAlpine (McONIE, 1964), recebendo a denominacdo de Phoma
citricarpa McAlpine (ROBBS, 1990).

Em 1964, McOnie (1964) descreveu duas variantes de G. citricarpa,
morfologicamente idénticas, que ocorriam em citros, sendo uma delas patogénica e
a outra endofitica. Atualmente, sabe-se que a forma endofitica é outra espécie,
denominada Phyllosticta capitalensis (GLIENKE et al.,, 2011). Diversos autores,
como Carroll e Carroll (1978), Petrini (1986), Leuchtmann et al., (1992), Glienke
(1995), Rodriguez e Samuels (1999), Penna (2000), Glienke-Blanco et al., (2002)
isolaram espécies de Phyllosticta de material aparentemente sadio, descrevendo-as
como endofiticas.

A fase assexuada corresponde a producdo de picnididosporos ou conidios,
que sao unicelulares, ovoides, elipticos ou subglobosos, levemente clavados quando
jovens, apresentando a base truncada, arredondada e denteada no apice, recoberta
por uma membrana gelatinosa (GLIENKE, 1995; GLIENKE-BLANCO et al, 2002). As
estruturas de frutificacdo sdo os picnidios, que macroscopicamente sao pequenos,
globosos, pretos e semi-eruptivos, presentes em lesdes nos ramos, frutos e folhas
aderidas ou nas ja caidas, em processo de decomposicao.

A fase sexuada corresponde a producdo de ascOsporos, 0S quais se
encontram em numero de oito no interior dos ascos. Estes apresentam forma de
clava, sdo alongados na extremidade superior, e bitunicados. Os ascdsporos séo

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

As formas assexuadas e sexuadas geralmente sdo encontradas associadas
(JOHNSTON e FULLERTON, 1988). Atraves de isolamentos realizados a partir de
folhas e frutos, obtém-se colonias de coloragcdo negra, com bordas lobulosas e de
aspecto granuloso, que cresce lentamente, atingindo didametro aproximado de 7 cm
em 20 dias, em varios meios de cultura a 20C (PUNI THALINGAM, 1982).

O fungo G. citricarpa é pouco estudado geneticamente, sabendo-se apenas
gue possui pelo menos oito cromossomos e genoma de aproximadamente 21,5 Mb
(GLIENKE-BLANCO, 1999). Apresenta ainda alta instabilidade, com frequente
formacdo de setores, e grande dificuldade na obtencdo de mutantes auxotroficos
utilizando-se a luz ultravioleta como agente mutagénico.

O ciclo da MPC pode ocorrer de duas maneiras: através dos picnididosporos
ou conidios (esporos assexuais) e dos ascoOsporos (esporos sexuais). Os
picnidiésporos sdo encontrados em frutos sintomaticos, folhas caidas ou aderidas,
pedunculos dos frutos e em ramos mortos e, sdo responsaveis pela infec¢ao a curta
distancia, ja que séo dispersos pela agua da chuva, orvalho ou irrigacdo. Os
ascosporos sdo encontrados em folhas caidas e em decomposicdo, sendo
responsaveis pela infeccéo tanto a longa quanto a curta distancia, pois séo liberados
a partir dos pseudotécios e podem ser carregados por correntes aéreas (ROBBS e
BITTENCOURT, 1995; FEICHTENBERGER, 1996).

Nos frutos e nas folhas a doenca caracteriza-se por apresentar lesbes com
bordas salientes, marrom-escuras, e um halo amarelo ao redor, com depressao no
centro onde se encontram o0s picnidios, pequenos pontos pretos. As lesdes podem
atingir os frutos maduros ou no inicio de maturacdo, ou aparecer apos a colheita, no
transporte e armazenamento (FEICHTENBERGER, 1996). As lesdes podem ser
classificadas de acordo com suas caracteristicas, que variam em funcdo do
tamanho, fase de maturacdo do fruto, condi¢cdes climaticas e tipo de esporo
responsavel pela infeccdo (GOES, 1998; FUNDECITRUS, 2000).

O surgimento de sintomas pode levar de 5 a 30 anos, permanecendo na
fase quiescente, dependendo da variedade e condigbes ambientais. Sabe-se que
altas temperaturas, quando o fruto estd maduro ou préximo a maturidade (McONIE,

1964), ou o aumento de luminosidade, favorecem o0 aparecimento dos sintomas
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(BRODRICK e RABIE, 1970). A MPC afeta apenas a casca do fruto e o flavedo
(epicarpo), sem causar dano interno ao fruto, limitado pelo albedo (mesocarpo).

Os frutos com sintomas da MPC séo depreciados para o mercado da fruta
fresca ou, em alguns casos, totalmente inviaveis de serem comercializados, devido a
elevada expressdo de sintomas. NOS casos em que 0S sintomas se empressam
préximo ou no pedunculo, pode ocorrer a queda precoce do fruto, aumentando ainda
mais as perdas na producdo, podendo, as vezes, exceder a 80% (GOES et al.,
2005). Os prejuizos também decorrem da necessidade do controle sistematico do
patdgeno, ocorréncia de varias colheitas, algumas delas com frutos com
caracteristicas tecnologicas inadequadas para o processamento industrial e reducao
na producao, ja que, muitas vezes, ha queda dos frutos antes de atingirem o seu
tamanho e peso normais. A sua comercializacdo no mercado de frutas é
prejudicada, assim como a sua exportacdo devido a barreira fitossanitaria existente
na Unido Européia e Estados Unidos da América, por ser uma doenga quarentenaria
Al.

3.2 Transformacao de fungos filamentosos

Entende-se por transformacdo como um processo onde a célula absorve
fragmentos de DNA, exterior a ela, e o incorpora em seu genoma de maneira
estavel. Bactérias e leveduras s&o, provavelmente, 0s Unicos organismos
conhecidos capazes de realizar o processo de transformacdo naturalmente.
Atualmente, células de organismos superiores podem ser transformadas em
condigOes artificiais.

O primeiro trabalho envolvendo transformacdo de fungos foi realizado em
1973, com Neurospora crassa (MISHRA e TATUM, 1973). Novos sistemas de
transformacéo para fungos filamentosos comecaram a ser desenvolvidos, nos quais
o emprego de células desprovidas de parede celular (protoplastos) ocorreu pela
primeira vez em 1979, em N. crassa (CASE et al., 1979), e posteriormente em
Aspergillus nidulans (TILBURN et al., 1983). Atualmente muitas sdo as metodologias
de transformacao descritas para uma grande diversidade de fungos filamentosos.

Os mecanismos empregados na transformacdo de fungos filamentosos

abrangem aqueles que utilizam células desprovidas de parede celular pelo emprego



15

de polietileno glicol — PEG (CASE et al., 1979) ou eletroporacdo (WARD et al.,
1988). Outros promovem o bombardeamento de células com microprojéteis
contendo DNA transformante, processo conhecido como biobalistica (ARMALEO et
al., 1990), envolvendo a utilizacdo de células intactas. Nos Ultimos anos foi
desenvolvido um processo de transferéncia génica mediada por Agrobacterium
tumefaciens (agrotransformacao) (BUNDOCK et al., 1995; De GROQOT et al., 1998),
principalmente para os casos em que a utilizacado de sistemas como a obtencao de
protoplastos e/ou a biobalistica ndo sao viaveis.

Para obtencéo de protoplastos sdo usadas enzimas capazes de degradar a
parede celular de diferentes tipos celulares (micélio ou esporos). Protoplastos de
micélio sdo mais utilizados. No entanto, geralmente sdo multinucleados formando,
em consequéncia, transformantes heterocarioticos. Faz-se necessario uma posterior
purificacdo para a obtencdo de col6nias monosporicas. A escolha do tipo celular
utilizado na obtencdo dos protoplastos depende das vantagens e as possibilidades
de obtencédo de melhores resultados (PIZZIRANI-KLEINER, PEREIRA e AZEVEDO,
1998; DIEZ, 2002). O composto litico influencia tanto a obtencdo como a
regeneracao dos protoplastos, pois enzimas com atividades mais especificas liberam
mais protoplastos, porém com regeneracio lenta. E importante a utilizacdo de um
estabilizador osmético que proporcione alto rendimento na producdo de protoplastos
e com alta frequéncia de regeneracao (reversao a hifa normal). A introducdo do DNA
exdgeno nas células competentes utiliza polietileno glicol (PEG) e ions de célcio. Os
ions de calcio, dissociados em solugdo, carregam positivamente a membrana
celular, enquanto o PEG tem a funcdo de aglutinar os protoplastos, e aproximar o
DNA na superficie da membrana (BALANCE e TURNER, 1985). As moléculas de
DNA séo internalizadas durante a fusdo das membranas dos protoplastos, induzidas
por PEG (TIMBERLAKE e MARSHALL, 1989). As concentracdes de PEG e ions de
calcio e o tempo de exposicdo sdo variaveis. Apesar do baixo custo empregado
nesta metodologia, € necessaria a otimizacdo das etapas de obtencdo e
regeneracdo de protoplastos. Além disso, muitas vezes a frequéncia de
transformacao obtida ndo é satisfatoria (LIMA, 2005).

A eletroporacdo baseia-se na aplicacdo de um pulso elétrico de alta
amplitude e curta duracédo, que polariza os componentes da membrana criando uma
diferenca de potencial, possibilitando o aparecimento de micro-rupturas que

conferem permeabilidade reversivel aos componentes exdégenos. Apesar de simples,
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a técnica exige o ajuste nas condi¢des de pulso em funcdo do tamanho da célula, da
condutividade do meio de eletroporacéo e da viabilidade das células ap6s os pulsos.
A eletroporacao foi primeiramente empregada na transformacéo de Fusarium solani
e A. nidulans (RICHEY et al., 1989), e posteriormente foi expandida para diversas
outras espécies de fungos.

As técnicas citadas anteriormente, entretanto, ndo garantem uma alta
eficiéncia na obtencéo de transformantes (LEUNG et al., 1990).

A biobalistica baseia-se no emprego de particulas de alta densidade, como
ouro e tungsténio, que ao serem aceleradas a uma determinada velocidade,
introduzem o DNA exdgeno nas células hospedeiras. Este método de transformacéo
em fungos foi primeiramente descrito para S. cerevisiae (ARMALEO et al., 1990), e
desde entdo, outras espécies de fungos vém sendo transformadas (FUNGARO et
al.,1995), principalmente em espécies de dificil cultivo, obtencdo ou regeneracéo de
protoplastos. Apesar de ter sido inicialmente descrita em plantas, a biobalistica é
eficiente em alguns fungos filamentosos e leveduras (ARMALEO et al., 1990). As
principais vantagens para aplicacdo desta técnica residem na utilizacado de células
intactas sem a necessidade da obtencdo de protoplastos e que as particulas
lancadas penetram diretamente no ndcleo, evitando a acdo de nucleases
citoplasmaticas no DNA exdgeno.

O método de agrotransformacéao inicialmente desenvolvido em plantas utiliza
uma bactéria Gram negativa de solo, a Agrobacterium tumefaciens. Ela é
responsavel pelo aparecimento de tumores em células vegetais (KADO, 1991). Tal
bactéria tem a habilidade natural de transferir um segmento de DNA (T-DNA) de seu
plasmidio Ti, para o interior de células vegetais ou fungicas, o qual se integra ao
genoma hospedeiro de forma aleatéria (BUNDOCK et al., 1995). As extremidades do
T-DNA sédo flanqueadas por regides repetidas de 24 pb e a transferéncia é
dependente da expressédo de genes de viruléncia (vir) de A. tumefaciens, os quais
sao induzidos por compostos produzidos pela planta, como o acetosyringone (AS)
(CHARLES et al., 1992). A partir de estudos da doenga, conhecida desde a
antiguidade como galha-da-coroa, em roseira, foi possivel o estabelecimento da
metodologia de agrotransformacgédo. A doenca caracteriza-se pelo crescimento de
galhas na raiz ou na coroa da planta, e é provocada por A. tumefaciens. Essas
galhas, quando isoladas, sdo capazes de crescer indefinidamente em meio de

cultura in vitro, sem reguladores de crescimento. Estudos demonstraram que a



17

formacdo de galhas induzidas por A. tumefaciens estava diretamente associada a
presenca de um plasmidio de alto peso molecular (120 a 250 kb), denominado
plasmideo Ti (do inglés “tumor inducing”). Este plasmideo esta presente somente em
linhagens patogénicas de Agrobacterium spp, em um baixo nimero de copias. O
processo envolvido na transferéncia do plasmidio Ti para a planta envolve varias
etapas, entre elas processos de sinalizagdo entre planta-bactéria. Substancias
liberadas pela planta ativam genes localizados em uma regidao do plasmidio Ti,
chamada regido de viruléncia (regido vir), composta de seis a oito operons,
contendo, aproximadamente, 25 genes. Diversas proteinas codificadas pelos genes
da regido vir promovem a transferéncia de outra regiao do plasmidio Ti da bactéria
para 0 nucleo da célula vegetal. Essa regido, denominada T-DNA (do inglés
transferred DNA), é delimitada por duas sequéncias repetidas de 25 pb, conhecidas
como extremidades direita e esquerda (LB e RB) (WANG et al.,1984). Uma vez no
nacleo da célula, o T-DNA é integrado ao genoma vegetal e entdo expresso de
forma estavel. O T-DNA de A. tumefaciens contém uma série de genes conhecidos
como oncogenes, 0s quais codificam enzimas envolvidas na via de biossintese de
hormdnios vegetais (citocininas e auxinas), causando um desequilibrio hormonal nas
células transformadas, e como conseqiéncia, a proliferacdo desordenada das
células transformadas leva a formacéo da galha (BARROS et al., 2004).

A demonstracdo da transferéncia de informacéo genética da bactéria para
uma planta estimulou pesquisas visando a utilizacdo deste sistema para a
transferéncia de genes nos mais diversos organismos. Porém, o sucesso nha
construcdo de vetores derivados do plasmideo Ti para introduzir genes exdgenos em
outros organismos foi possivel devido a uma particularidade do mecanismo de
transferéncia do T-DNA: nenhum gene presente no T-DNA, exceto os 25 pb de suas
extremidades, € necessario ao processo de transferéncia e integragdo do T-DNA. Ou
seja, devem-se eliminar partes ou todo o T-DNA, incluindo os oncogenes, sem afetar
0 processo de transferéncia. A regido vir € essencial para a transferéncia do T-DNA,
pois contém genes cujos produtos promovem a excisdo e o transporte do T-DNA.
Conclui-se, entdo, que o desenvolvimento de vetores baseados no sistema
Agrobacterium requer as extremidades da direita e esquerda do T-DNA
conservadas, mantendo intacta a regido vir, entretanto os oncogenes devem ser

removidos. Dessa maneira, qualquer outra nova sequéncia de DNA, inserida entre
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as extremidades do T-DNA, pode ser transferida e integrada ao genoma do
organismo.

Os primeiros estudos de transformacdo genética de plantas envolveram a
inoculacdo de tecidos de fumo (Nicotiana tabacum) com linhagens modificadas
geneticamente de Agrobacterium (HERRERRA-ESTRELLA et al., 1983; ZABRYSKI
et al., 1983). A partir de entdo, o sistema de transformacéo via Agrobacterium vem
sendo utilizado para transformar um grande namero de plantas. A alta eficiéncia de
transformacdo, o baixo custo operacional, a simplicidade dos protocolos de
transformacédo e de selegcéo séo as principais razdes para a universalidade do uso
do sistema Agrobacterium.

Para transformacdo de fungos, a agrotransformacédo apresenta algumas
vantagens, entre elas: a alta eficiéncia de transformacdo; a simplicidade na
metodologia (ndo € necessaria a utilizacdo de equipamentos de alto custo como o
eletroporador ou o acelerador de microprojéteis); a possibilidade de inser¢cdo de
qualquer segmento de DNA entre as bordas da esquerda e direita (LB e RB) do T-
DNA ser integrado no genoma hospedeiro; a ocorréncia de integracdo do T-DNA em
copias simples em sitios aleat6rios no genoma.

O sistema de transformacdo com A. tumefaciens em representantes fungicos
alcancou uma eficiéncia de transformacdo 600 vezes superior aguela obtida com
outros métodos. COVERT et al.,, (2001) destacaram na agrotransformacdo de
Fusarium circinatum, a simplicidade e economia no tempo consumido, em
comparacao com os métodos anteriores. A. tumefaciens foi usado para transformar
A. fumigatus por integracdo aleatdria ou sitio-dirigida do DNA transformante
(T-DNA), verificando-se que a frequéncia de transformacédo foi maior que 100
transformantes/10’ esporos/ mL (SUGUI et al., 2005). Os fungos Coniothyrium
minitans (LI-MOXIAO et al., 2005), Colletotrichum trifolii (TAKAHARA et al., 2004),
Colletotrichum lagenarium (TSUJI et al., 2003) e Botrytis cinerea (ROLLAND et al.,
2003) foram também eficientemente transformados com A. tumefaciens.

A proteina verde fluorescente, GFP (green fluorescent protein), tem sido
utilizada como repérter e marcador em procariotos e eucariotos (CHALFIE et al.,
1994; CUBITT et al.,, 1995). A GFP nao necessita de substrato exdégeno e sua
expressao nao altera o tecido examinado, tornando-a um marcador ideal em estudos
de interacdo fungo-planta. Esta proteina foi usada no basidiomiceto Ustilago maydis,
a partir de uma versao sintética do gene GFP, sGFP (Ser65T) (HEIM et al., 1995;
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CHIU et al., 1996). O alto nivel de expressao neste, sugere que esta pode ser util
como reporter em outros fungos. MAOR et al.(1998) utilizaram a GFP no estudo da
interacéo fungo-planta em Cochliobolus heterostrophus, por meio da construcao de
dois plasmidios, vetores de expressdo do gene sintético SGFP-TYG, usados na
transformacdo do fungo. A fluorescéncia foi usada para detectar alteracoes
citoplasmaticas e de desenvolvimento do fungo e, ainda, seguir a trajetoria do fungo

dentro das folhas de milho.

3.3 Antagonismo de microrganismos endofiticos e o ¢ ontrole biolégico

Segundo BETTIOL (1991), doenca € o resultado da interacdo entre o
hospedeiro, o patdgeno e eventualmente diversos microrganismos que habitam o
sitio de infeccdo, e o ambiente. Alguns destes micro-organismos apresentam
potencial para limitar a atividade do patdégeno ou aumentar a resisténcia do
hospedeiro. Para o autor, os componentes do controle biolégico sdo o patégeno, o
hospedeiro e os antagonistas, sob a influéncia do ambiente, todos interagindo num
sistema biologico.

COOK e BAKER (1983) definem controle biolégico como “a reducdo da
densidade de inoculo ou das atividades determinantes da doenca, realizada por ou
através de um ou mais organismos que nao o homem”. O controle biolégico baseia-
se na relacdo antagbnica entre microrganismos e fitopatdbgenos, podendo ser
caracterizado por diferentes modos de atuacdo como: antibiose, predacao, inducéo
de resisténcia da planta hospedeira, micoparasitismo, producdo de enzimas e
toxinas, colonizacdo sistémica da planta hospedeira, competicdo de nutrientes e
sitios de colonizacao e liberacdo de enzimas hidroliticas que atuam na degradacéo
da parede celular (BETTIOL, 1991; MELO e AZEVEDO, 1998).

Atualmente diversos microrganismos sao utilizados como agentes no
controle de fungos fitopatogénicos, entre eles destacam-se espécies dos géneros
Trichoderma, Penicillium, Pythium, Bacillus, Pseudomonas, Agrobacterium,
Streptomyces, entre outros (MELO e AZEVEDO, 1998).

Os testes de selecdo de microrganismos com potencial para o controle
bioldgico podem ser realizados in vitro e in vivo, em condi¢cdes controladas ou em

condi¢cbes naturais, sendo os métodos complementares. Os principais métodos de
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selecdo de microrganismos in vitro descritos sédo: pareamento de culturas, papel
celofane, placa sobreposta, liquido metabdlico, etc. (MARIANO, 1993). A selecado de
microrganismo in vivo é realizada através da aplicagdo do antagonista, seguida da
inoculacdo do patdgeno no hospedeiro por meio de pulverizacdo de suspensao de
células, imerséo de raizes, ferimentos, dentre outros (MELO e AZEVEDO, 1998).

O termo antagonista emprega-se aos agentes bioldégicos com potencial para
interferir nos processos vitais dos fitopatdgenos. Desta forma, o nicho ecoldgico
ocupado pelos endofitos favorece o controle bioldgico, pois neste local podem
competir por nutrientes e espago com os patdégenos, bem como produzir substancias
toxicas a estes organismos ou, ainda, induzir a planta a desenvolver resisténcia as
doencas. ApOs o isolamento e selecdo de um antagonista, 0 emprego de
microrganismo como agente de controle bioldgico de fitopatdbgenos ocorre
principalmente por meio do tratamento das sementes, do solo, das partes aéreas
das plantas e p6s-colheita. (MELO e AZEVEDO, 1998).

A selecdo de antagonistas baseia-se em evidéncias de que o organismo
candidato interfere, de algum modo, no desenvolvimento do patogeno. Tal
interferéncia implica na destruicdo ou inibicdo deste, podendo ser avaliada
primeiramente in vitro e depois in vivo, conforme descreve RUBINI et al. (2005). O
grupo isolou fungos endofiticos do cacau (Theobroma cacao L.) e realizou testes de
antagonismo contra o patégeno Crinipellis perniciosa, agente causador da doenca
“Vassoura da Bruxa”, fator limitante na producdo do fruto nas Américas. Ainda em
relacdo a C. perniciosa, DE MARCO, IGLIS-VALADARES e FELIX (2003)
descreveram a producdo de enzimas hidroliticas produzidas por cepas do género
Trichoderma, importantes no controle deste fitopatbgeno. MARTINS-CORDER e
MELO (1998) realizaram diferentes testes de antagonismo in vitro de Trichoderma
spp. contra Verticillium dahlie KLEB, demonstrando ampla capacidade antagonista.
A secrecdo de metabdlitos téxicos por Trichoderma spp. promoveu a degradacao
das hifas hospedeiras, inibindo o desenvolvimento de V. dahlie. Segundo os autores,
0S mecanismos de controle biolégico podem ocorrer ao longo do processo de vida
do antagonista, os quais se sobrepbem e prejudicam a vida dos competidores.
BARBOSA et al. (2001) investigaram o antagonismo entre espécies de Trichoderma
contra Cladosporium herbarum, causador de verrugose em frutos de maracuja.
SHALINI, LATA e KOTASTHANE (2006) demonstraram a atuacdo de isolados de

Trichoderma contra Rhizoctonia solani, onde a hifa se enrola sobre as estruturas
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vegetativas do patdgeno, penetra, causa a lise e, conseguentemente, morte do
patdgeno.

ARNOLD et al. (2003) comprovaram o antagonismo entre fungos endofiticos
do cacaueiro e o fitopatdbgeno Phytophthoora infestans. Fungos endofiticos foram
isolados de arvores de cacaueiros e inoculados em mudas cultivadas em ambiente
estéril. Posteriormente, nas mesmas mudas foi inoculado o fitopatdégeno.
Surpreendentemente, mudas inoculadas com os endofitos tiveram apenas uma
pequena ocupacao do fitopatdgeno em suas folhas. Tal fato comprovou que a
interacdo entre os microrganismos endofiticos e o hospedeiro tem efeito negativo
sobre o fitopatdgeno, resultando na inibicdo do seu crescimento.

O antagonismo entre microrganismos foi relatado em diversos trabalhos
(LINHARES et al., 1995; MARTINS-CORDER e MELO, 1998; MOURA e ROMEIRO,
1999; ETHUR , CEMBRANEL e SILVA, 2001; AMORIM e MELO, 2002; MOREIRA et
al., 2002; MONTEALEGRE et al., 2003; KUPPER, GIMENES-FERNANDES e
GOES, 2003; ETHUR et al., 2005).

Em funcdo dos prejuizos causados por G. citricarpa aos frutos citricos sao
imprescindiveis a realizacdo de estudos que déem énfase ou suporte ao controle
biolégico da doenca. FIALHO (2004) avaliou in vitro, o potencial de linhagens de
S. cerevisiae como agentes no controle bioldégico contra G. citricarpa, em frutos
citricos na fase de poés-colheita. RODRIGUES (2006) avaliou os fungicidas usados
em campo para controle da doenca: piraclostrobina e carbendazim, a fim de verificar
o efeito da pressdo de selecdo causada pelo uso continuo destes compostos. No
mesmo trabalho, avaliou as atividades celuloliticas e quitinoliticas de 96 isolados de
fungos filogeneticamente distintos para a selecdo de potenciais agentes de controle
bioldgico. Quatro isolados que apresentaram maior atividade de cada uma destas
enzimas, além de duas linhagens de Trichoderma, foram capazes de atuar in vitro,
como biocontroladores do fitopatdgeno. CARDOSO-FILHO (2003) avaliou a
viabilidade do emprego de indutores de resisténcia conferido por S. cerevisiae, Bion®
e acido salicilico ao fitopatégeno G. citricarpa. Segundo o autor, 0S compostos
presentes no albedo (mesocarpo) dos frutos de laranja, como a celulose,
carboidratos sollveis, pectinas, compostos fendlicos (flavonéides), aminoacidos e
vitaminas podem exibir a acdo antimicrobiana e consequente controle da MPC. O

autor avaliou os extratos produzidos pelo albedo da laranja e comprovou, a
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depender da concentracdo dos extratos, acdo fungicida ou fungistatica, inibindo a
germinacao, esporulacéo e crescimento micelial in vitro, de G. citricarpa.

A importancia das espécies de Xylaria spp. € notada em seu potencial no
controle biolégico de mcro-organismos, tanto por sua producdo de substancias
antifangicas, quanto sua capacidade de combate a outros organismos que
prejudicam as plantas, como os insetos (AZEVEDO, 2000).

Figueiredo (2006) obteve dois isolados endofiticos pertencentes ao género
Xylaria a partir de espinheira-santa (M. ilicifolia Mart. ex. Reiss) e verificou que seus
metabdlitos secundarios promovem inibicdo do crescimento de G. citricarpa in vitro,
sugerindo o uso desse fungo como controlador bioldgico do fitopatdgeno. Espécies
do género Xylaria foram documentadas como endofiticos em coniferas,
monocotiledéneas, dicotiledbneas, samambaias e licopsidas (BRUNNER E PETRINI,
1992). Liers et al. (2007), caracterizaram a producdo de lacase por fungos deste
género. Tal enzima é envolvida em processos fisiologicos de fungos, incluindo
fitopatogenicidade. A semelhanca de sua associacdo vascular com micorrizas tem
levado alguns a classifica-los como mutualistas, embora a natureza da simbiose nao
seja bem compreendida (READ et al., 2000).

O género Xylaria € constituido por um grupo de fungos relatados como
endofiticos em uma grande variedade de plantas, como cana-de-agucar (STUART,
2010), candeia (MAGALHAES, 2008), gengibre (BUSSABAN, 2001), macieira
(CAMATTI-SARTORI et al., 2005), cacau (RUBINI et al., 2005), café
(SANTAMARIA E BAYMAN, 2005), Himatanthus sucuuba (MAGALHAES, 2001) e
Palicourea longiflora (SOUZA et al., 2004). Caféu et al. (2005) demonstraram a
producdo de antifungicos com capacidade para uso terapéutico por isolados

endofiticos de Xylaria sp.

3.3 Compatibilidade Vegetativa

Os fungos filamentosos reproduzem-se sexuada ou assexuadamente, e
suas hifas possuem a capacidade de fundir-se, através de um processo denominado
anastomose. Este processo permite a comunicagdo entre os compartimentos das
mesmas e também que os nulcleos passem livremente de uma unidade micelial para

outra, formando um heterocério, ou seja, um citoplasma comum que apresenta dois
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ou mais nucleos geneticamente distintos (GLASS, JACOBSON e PATRICK, 2000;
ESPOSITO e AZEVEDO, 2004). A formacao do heterocario consiste na etapa inicial
do ciclo parassexual e em processos de recombinacdo sexual (DEBETS, 1998; DI
PRIMO, CARTIA, KATAN, 2001).

Os processos de recombinacdo meidtica e mitética, que ocorrem,
respectivamente, nos ciclos sexual e parassexual, constituem fontes de variabilidade
genética entre os fungos. Através da heterocariose, 0os nucleos diploides, formados
entre linhagens compativeis, podem sofrer recombinacdo mitdtica, ampliando a
variabilidade genética (CORRELL et al., 1989). PONTECORVO et al.(1953)
descreveram a ocorréncia do ciclo parassexual em A. nidulans, demonstrando que a
recombinacdo genética em fungos néo é restrita ao ciclo sexual. A parassexualidade
inicia-se pela anastomose de hifas entre as linhagens de gendtipo distinto,
resultando na formacéo do heterocério. A existéncia de dois nucleos distintos em um
mesmo citoplasma possibilita a fusdo de ndcleos hapléides, originando assim, um
nacleo dipléide heterozigoto. Durante a multiplicacdo deste ndcleo, os processos de
crossing-over mitético e/ou ndo-disjuncdo cromossémica poderdo ocorrer,
originando, apds sucessivos estagios de aneuploidia, nucleos hapléides
recombinantes. Desta forma, assim como no ciclo sexual, a recombinacdo
intracromossOmica (crossing-over) e intercromossomica (nao-disjuncional) podera
ocorrer no ciclo parassexual (DEBETS, 1998).

A grande maioria dos fungos filamentosos é capaz de formar heterocarios
intraespecificos. Entretanto, um fungo individualizado é limitado a formar um
heterocario com outro fungo de constituicdo genética similar, devido a um
mecanismo genético denominado incompatibilidade vegetativa, ou somatica, ou
incompatibilidade de heterocario (WORRALL et al.,, 1997; DEBETS, 1998). Tal
mecanismo impde uma barreira nos organismos geneticamente semelhantes,
contribuindo para a conservacdo da variabilidade genética da populagdo (LESLIE,
1996). O sistema de incompatibilidade vegetativa em fungos € controlado pelos loci
vic (incompatibilidade vegetativa) ou het (incompatibilidade do heterocério) e diz-se
que dois isolados pertencem ao mesmo Grupo de Compatibilidade Vegetativa (GCV)
quando apresentam identidade alélica para estes loci (PUHALLA, 1985; LESLIE,
1996; DEBETS, 1998). Em fungos de reproducao assexual, membros de um mesmo
GCV apresentam maior similaridade genética do que membros de diferentes GCVSs.

A similaridade pode ser avaliada pelas caracteristicas de viruléncia e patogenicidade
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(LESLIE, 1996). A compatibilidade vegetativa entre fungos de uma mesma espécie é
definida como a habilidade de quaisquer duas linhagens formarem micélios
heterocaridticos entre si. Tais linhagens sdo classificadas como membros de um
mesmo grupo de compatibilidade vegetativa. A caracterizacao de individuos através
dos GCVs pode ser utilizada na subdivisdo de uma espécie em populacdes distintas
de fungos filamentosos, tais como F. oxysporum e F. solani (PUHALLA, 1985;
OLIVEIRA e COSTA 2003) e do Complexo Glomerella-Colletotrichum associado a
sementes de algodédo (ROCA et al., 2004). A fusdo de hifas, ou anastomose, entre
membros de diferentes GCVs é seguida pela morte do heterocario relacionada a um
processo litico, por um mecanismo pouco compreendido até o momento (LESLIE,
1993; BEEVER e PARKES, 2003).

Segundo Azevedo (1998), o estudo da anastomose de hifas € importante
para compreensdo da variabilidade genética apresentada por um determinado
patdgeno. Os mecanismos de variabilidade genética destes microrganismos tém
sido responsaveis pela quebra da resisténcia do hospedeiro e pela emergéncia de
uma nova raca do patdégeno. Com o intuito de se ampliar os conhecimentos sobre a
constituicdo genética dos fungos fitopatogénicos, estudos envolvendo técnicas
classicas e moleculares tém sido conduzidos na tentativa de se estabelecer medidas

de controle para os danos causados por estes microrganismos na agricultura.
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genes during interaction between plants and its pathogens. Using a binary plasmid vector based in the
pPZP201BK, both germinated conidia and physically fragmented hyphae of G. diricarpa were transformed,

Eight independent transformants of G. citricarpa resistant to ammonium glifosinate displayed GFP
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fluorescence, The majority (93.75%) of the G. ctricarpa transformants was mitotically stable and contained
a single T-DNA copy ectopically integrated to the chromosome. This is the first report of G citricarpa
transformation and will allow future work on virulence determinants of the fungus and possibly its control,
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1. Introduction

Guignardia citricarpa (anamorph; Phyllosticta citricarpa) is the
causal agent of Citrus Black Spot (CBS), an Al quarantine disease for
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countries of the European Union and for the USA (Wulandan et al,,
2009), It affects practically all citrus species of economic importance,
especially sweet oranges (Citrus sinensis ), Currently, CBS is reported in
Africa, Asia, Oceania and South America. In some of these countries,
CBS is one of the most important fungal diseases. Two morphologi-
cally very similar Guignardia spp. are associated to citrus plants:
G. citricarpa {(anamorph: Phyllosticta citricarpa) and G. mangiferae
(anmamorph: P. capitalensis ) (Baayen et al, 2002; Glienke-Blanco et al.,
2002; Stringari et al., 2009). However, only G. citricarpa causes (BS
(Baldassari et al, 2008) in spite of the fact that both G, citricarpa and
G. mangiferage can be isolated from the leaves of citrus plants
(Baldassari et al., 2008). Baldassari et al. (2008) showed that
G. mangiferae can also be isolated from citrus fruit affected by CBS.
Nevertheless, these isolates are opportunists and they are considered
negative for pathogenicity (Baldassari et al,, 2008).

In spite of the importance of the disease and the long time that (BS
has been associated with G. citricarpa, there is still considerable lack of
information about this pathosystem. The lack of an efficient trans-
formation system for G. citricarpa is detrimental to the progress of the
characterization of genes involved in the pathogenicity of this fungus.

Currently, transformation methods for filamentous fungi involve
isolation of protoplasts and introduction of an exogenous DNA through
electroporation, fusion by polyethylene glycol or caldum chloride
treatment followed by heat shock. Intact cells can be transformed
using biolistics (Armaleo etal., 1990). A strategy initially developed for
plants uses Agrobacterium tumefaciens to transform filamentous fungi
(Groot et al, 1998; Covert et al, 2001). A tumefaciens-mediated
transformation (ATMT) led to the further expansion of the range of
funeal species that could be transformed (Michielse et al. 20051



144

The development of a reliable and efficient transformation system
for G. ciricarpa is impor@ant for the eluddaton of gene function related
to pathogenicity and virulence, in turn opening up the possibility of
targeted molecular improvements for the purpose of biological control.

In the present study we report for the first time an efficient
protocol for the ATMT of G dtricarpa. This transformation approach
represents a useful tool for genomic studies in C. citricarpa,

2. Methods
2.1. Strains and growth conditions

The G. citricarpa LGMFO6 wild-type strain was isolated from CBS
lesions in S3o Paulo, Brazil, and tested for pathogenicity according to
Baldassari et al., 2008. Strains were stored in Citrus Medium Fabris-
Nishimura (CFN) (28 g1~ of citrus leaves 20 gl ' glucese, 15g1~"
agar, adjusted to pH 5.8 with HCl) and are currently part of the
biological bank of the Laboratory of Microorganisms (LabGeM) at the
Fedetal University of Parand, Cuwitiba, Parand, Brazil. A twimefuciens
strain FHA 105 harhoring the appropriate hinary vectors (Fg 1) A
tumefaciens EHA105 strain was a kind gift from G. Pasquali (Centro de
Biotecnologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul) and was
grown at 28 °C and maintained in Luria-Bertani medium (10 gl"
tryptone, 5 g1~ yeast extract, 5 gl~! NaCl).

22. A tumefaciens-mediated transformation

A tumefaciens- mediated transformation of G. citricarpa LCMFOG
was carried out as previously described {Covert et al., 2001; Reis etal.,
2004; Staats et al., 2007) with modifications. A. tumefaciens strain
EHA-T05 harboning the appropnate bimary vectors (Fig. 1) was grown
at 28 °C for 24 hat 180 rpm in liquid LB medium supplemented with
50 1g kanamycin ml~". The culture was diluted to OD660 of 0.15 in
20 ml of IM medium amended with 200 pmol I™! acetosyringone
(AS). Cells were grown under the same conditions to reach 0D660 of
0.6. G. citricarpa (LGMFOG) was grown on CFN medium, pH 5.8 at
28 °C for 7-10 days: conidia and mycelium were harvested from the
growing colonies and placed in tubes containing 2ml of saline
solution. After homogenization, the solution was incubated at 40 °C
for 5min, Co-cultivation between A tumefaciens and conidia and
mycelia of G crdearpa was performed hy adding 100 pl of hacterial
culture to 100 pl of fungal conidia suspension (1:10% conidia ml~").
The mix was plated onto membranes of cellulose (90-mm diameter)
on @ co-cultivation medium (IM) (10 mM K;HPO4, 10 mM KH3PO4,
25mM Nadl, 2mM MgSo,;, 0.7mM CaCl;, 9 mM FeSO,, 4 mM
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NH,504, 10 mM glucose, 40 mM 2-|N-morpholino] ethanesulfonic
acid, pH 5.3, 0.5% glycerol (wj/v),) with or without 200 pmol =" As.
Following co-cultivation at 28 °C for 48 h, 5 ml of molten CM agar
(same as IM, except containing 5 mM instead of 10 mM glucose) and
Citrus FN supplemented with 100 g ammonium glufosinate ml~’
and 200 g cefatoximml ' were poured over the plates as an overlay.
Molten CM agar was used to select fungal transformants, and CFN was
supplemented with 100 ug ammonium glufosinate ml— ! and 200 g
cefatoxim ml™" to inhibit A. tumefaciens growth, Each putative
transformant was ransferred to CM or CEN agar along with 100 pg
ammonium glufosinate ml~! and incubated as described.

2.3, Transgene stability in the G. citricarpa

All transgenic isolates from agro-transformed G. citricarpa were
propagated on M-100 (10gl™" glucose, 3 ¢g1~' KNOs, 625 ml~' M-
100Salt Solution, 1,5% agar) or CFN medium in absence of ammonium
glufosinate. Plates were incubated at 28 °C for 7 days. This procedure
was repedted thiee times. Fungal colonies were then transfered to
selective media and their growth rate evalnated

2.4, Expression analysis of reporter GFP

The green fluorescence emission associated with GFP was detected
using a Leica UV microscope (DMKLB or MZFL111 ) with the following
filter settings: 488 nm excitation and 515 nm emission. Images were
recorded and processed using Picasa 3.1.0 software.

2.5, P(R assays

For the detection of the transgenes m G. atncarpa by PCK, total
DNA was extracted from mycelium grown on CFN medium for three
days at 28 °C. The mycelium was harvested, lyophilized for 24h and
ground with mortar and pestle under liquid nitrogen. Genomic DNA
was obtained according to the methods described by Raeder and
Broda (1985), and modified by Glicnke-Blanco et al. (2002). The
reaction of 49 putative transformants was performed on a thermo-
cycler (Mastercycler, Eppendorf) using primers barR {TCAGATCTC-
GACGGG) and barF ( ATGAGCGAACGACGC). The reaction was carried
out using 50 ng of G. citricarpa total DNA, 3 mM MgCly, 4uM of each
primer, 0.2 mM of each dNTP (Invitragen®), 13 PCR huffer, and 15
units of Taq polymerase (Invitrogen®). PCR conditions were as
follows: 94°C, 30s; 60°C, 30s and 72 °C, 455, for 30 cycles. PCR
products were resolved by electiophoresis on 4 1.5% agaiose gel,
stained with ethidium bromide and wisualized under UV light

RB RB
A Hindl B | Hindill
Amp(r] ; CcT \
Pl ]\“;\.lq\_\.LN “_MHI Ls:m \_ hm"l%
S / \ pvsi
bar Y
. \‘F gapdP
pMaTEFGFPbar ‘q FFZF2D1'HK : p\fs1 pPZPbargfp
I 8297 bp Al 7120 bp 12409 bp
HHEPTAN - gpdaP trpCT
u.urnmf pBR322
ot ., pBRIZ2 W“P =N
BamHl EcoRl Kan(H)
i C’T LB

Fig. 1. Construction of pM'ZPbar gfp. The gfp and bar expression cassette was obtained by subcloning an EcoRI-HindllI restriction fragment from pMaTEFGF Pbar (A — Nakazato ctal,

2006 ) into the binary vector pPZP201-BK (B — Covert et al., 2001 ). The pPZPbargfp (C) plasmid T-DNA contains an ammeonium glufosinate resistence gene ( bar) expression cassette
(Aspergillus nidufons gpdA promoter and trpC terminator ) and a gfp expression cassette (Metarhizium anisopline tef promoter and A. niculans trpC terminator berween its left and

right harders

26
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Table 1
Agrobacterium tumefogens-mediated transformation of G aricarpa LGMFDG to
ammonium glufosinate resistance, mitotic stability and PCR analysis,

G citricurpy. LGMFDG
Nurnber of randormants® M-100 ]
+AS 14 16
—AS o0 00
Percentage of mitotically stable transformants 4285 9375
PCR analysis with amplification of gene bar 6 15
Percentage of putative tranformants confirmed by PCR ~ 85.7 9375

‘A ArELOSYNNZONe. +A%) AS present mediim; (— A3) Ab-absent medium.

(Ultraviolet Benchtop transilluminators) and photographed (Digi doc
it software).

26. Southern blot analysis

Purified genomic DNA (10 pg) of individual transformants and
wild-type strain were digested with BamHI, EcoRI or Pstl, resolved on
1% agarose gel and capillary blotted onto Amersham Hybond-N -+
membrane (Buckinghamshire, UK) using standard techniques (Sam-
brook and Russel, 2001). Probe labeling, hybridization, stringency
washes and detection were carried out under conditions recom-
mended by Amersham Genes Images Alkphos Direct Labeling CPD
Star Detection kit (GE Healthcare, USA). Using a 600 bp DNA probe
obtained of P(R product with specific primers barR and barF.

3. Results
In order to determine the minimum inhibitory concentration

G. citricarpa mycelium and conidia were grown on PDA at concentra-
tions 50, 75, 100, 150 and 200 g ammonium glufosinate ml—". The

A uwn n 1
hp - e

TB2 TCH

concentration of 100 g ammonium glufosinate ml™" was found to
campletely suppress growth (data not shown) and was used to select
the transformants,

Al tumefaciens haboring the pPZPbarglp binary plasmid effidently
transferred T-DNA to cells as shown by active fungal cell growth on
selective culture medium. Ammonium glufosinate-resistant mycelia
cells were obtained only when the bacterial culture was induced with
acetosyringone (Table 1). The confirmation of ransformation was
done by PCR, in which an amplicon of 550 bp, representing the bar
gene sequence, was obtained (Fig. Z, panel A) using as template DNA
extracted from seven day old cultures of the transformants and wt
strain. All G, citricarpa LGMFO6 transformants recovered from CFN
medium and 85.7% transformants from M-100 medium yielded the
predicted amplicon (Table 1), As shown by control assays, the wild-
type strain failed to amplify the har gene

Genetic stability of transgenic G citricarpa was evaluated by pro-
pagating ungiwithout selective pressure for 3 months, and thengrown in
the presence of ammonium glufosinate (100 ug ml~ ). Detection of the
transgene in previously transformed cells failed in only one out of sixteen
tested fungal colonies on (FN medium ( Table 1) indicating a high mitotic
stability. However, the most important factor observed in CFN medium
was the transformant’s growth rae. In M-100 medium, colonies had
reached a size of approximately 1cm in diameter after 21 days,
while those grown in (FN medium reached the same size in approxi-
mately 5-7 days (data not shown). The high growth rate exhibited by
transformants in CFN medium made it possible to obtain a more efficient
mycelia production for both total DNA extraction and maintenance,

These transgenic isolates were then tested for the presence of the
T-DNA insertion by Southern blot analysis. Gen omic DNA was digested
with BamHI, EcoRl or Pstl restriction enzymes (Fig. 2B, C, D) and blots
were probed with a fragment of the 500 bp bar gene generated by PCR of
the pPZPbargfp binary plasmid. As shown in Fig. 2, panels B, C and D,

C M T2 TB2 WT
kb

231
9.4

TC2 WT

6.5

43

Fig. 2. Detection of . cifricarpa transformants. Analysis of wild-type strain LGMFDG (wt) and G. dtricarpa transformants obtaimed by ATMT. (A) bar gene amplicon of wt and &
indep endent transformants. (B, C, D) Southern blot analysis performed on the wtand 8 independent transformants, Genomic DNA was digested with BamHI (B), EcoR1(C) or Pst1
(D) and hybridized with bar gene probe, (B} Lanes 2-8 (T1, T2, TB1, TB2, TC1 and TC2): Pumtive transformants obtained on M-100 medium (C and D) T2 and TB2 transformants
obtained on M-100 medium. M, mol ecular size markers: 100 bp DNA Ladder (A) or Hind[ll digest of lambda DNA (B, Cand D) (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) is

indicated on the left.
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Fig. 3. GFP (luvrescence [ovm G citriwrpu bdisfonodits, Fuoescence of G dtricarpy LGMPFDS Lransfunnant obtained after ATMT with pPZPhaglp (A, B), showiig spoes aml
mycelia under green light excitation. Bright-field and fluorescence microscopic images of wild-type C. dtricarpa mycelia (C, D). Scale bar — 10 pm.

bands of different sizes were detected in independent transformants,
indicating random insertion of the T-DNA into the fungal genome, We
observed a complex integration pattern of T-DNAn some transformants.
Based on hybridization signals of T2 DNA digested with BamHI (Fig. 2B),
at least two copies of the T-DNA are integrated in the genome of the
transformant. One of the copies possibly harbors a truncated transfor-
mant DNA that eliminates the BamHI site in the T-DNA that renders a
higher size hybridization signal than the fragment flanked by the BamHI
sites within the T-DNA. A multiple integration pattern s corroborated by
a more intense hybridization signal in the blots from T2 DNA digested
with EcoRl and Pstl {Fig, 2C and D, respectively ).

Transgenic fungi obtained by Agro-transformation were also
analyzed to determine GFP expression and its accumulation in
mycelia (Fig. 3). Wild type and transformed mycelium were examined
using Epifluorescence microscopy. GFP-associated green fluorescence
was present in mycelia and conidia (Fig. 3, panel A and B). No green
fluorescence was detected in wild-type G citricarpa (Fig. 3, panel D).

4. Discussion

ATMT has been successfully applied to a variety of different fungal
species and systems during the last decade due to its technical simplicity
and efficiency (Michielse et al, 2005 ). The main abjective of this work was
to establish an efficient system for A tumefaciens-mediated transforma-
tion (AIMI) for G citncarpa. An efficient transformation system s an
essential tool for gene manipulation and to study the functional genomics
of G. ditricarpa, which is an important pathogen of citrus worldwide. This
is the first report of G diricarpa DNA-transformation. An optimized
Agrobaaerium-mediated ransformaton protocol for G. ciricarpa was
developed after some modifications. First, conidia of G dtricarpa LCMFDG
strain were submitted to 40 °C for 5min before co-cultivation. Such
procedure increased the germination rate facilitating the interaction
between the bactetia and fungal genmlings. Second, the cultwe medium
pH was changed tn 5.8, since this is the aptimum pH for G cifrionpa
growth. And third, after co-cultivation between G cilricapa and A
tumefaciens, selective medium was added to the membranes instead of

transferring them to the selective medium. These changes significantly
contributed for the success of agro-transformation,

The transformant mycelia cells were obtained only when the bacterial
culture was induced with acetosyringone — AS (Table 1). This is
consistent with earlier reports that show the essential role of AS for
fungal transformation (Michielse etal, 2008; Wang and Li, 2008; Yang et
al, 2007; Reis et al., 2004; Mullins and Kang, 2001; Chenet al., 2002; Groot
etal, 1998). Given the requirement of AS for A. tumefuciens to transform
both plants and fungi, it was speculated that A tumefaciens uses a similar
mechanism to transform in both systems (Groot et al, 1998).

Despite frequency of transformation to be low ( 14-16 transformants/
10° spores) the transformation system mediated by A. fumefaciens may
prove (o be a powerful tool to achieve filamentous fungi transformation
and functional genomics studies, due to the simplicity of T-DNA
integration and genetic stability of the transformants. Considering the
efficiency of the ATMT protocol described, this approach would represent
a useful way to study genetics in G. citricarpa regarding gene knock-out
and analysis of genes with known functions (Duarte et al, 2007; Massart
and Jijakli, 2007),

Mitatic stahility analysis showed that the transfarmants tested
remained mitotically stable, maintaining their resistance conferred by
the bar gene after being cultured in the absence of ammonium
glufusinate. This mitotic stability is consistent with T-DNA integidtion
into chromosomal DMA and compares favorably with those obtained
for several filamentous fungi using AMT (Covert et al., 2001; Rhoet al,
2001; Fitzgerald et aL, 2003; Meyer et al, 2003; Reis et al,, 2004). In
addition, the transformants were able to express GIP fluorescenceas a
result of stable mRNA synthesis and translation.

Therefore we show here the feasibility of ATMT transformation proto-
col to the important citrus pathogen G, atnarpa that opens the possi-
bility of gene fundion studies to determine pathogenicity determinants.
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5. CAPITULO Il: ENDOFITICOS ISOLADOS DE Maytenus ilicifolia NO
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Abstract

Sixty-six endophytic fungi were isolated from leaves of the medicinal plant Maytenus
ilicifolia (espinheira-santa), widely used in the treatment of stomach ulcers and other
gastric problems. Isolates were grouped into morphospecies based on morphology
and cultural characteristics. DNA sequence analysis of the internal transcribed
spacer region (ITS1, 5.8S, ITS2), resolved six clades: Colletotrichum sp. / Glomerella
sp. (16.5%), Pestalotiopsis sp. (6.5%), Alternaria sp. (1%), Guignardia sp. (1%),
Xylaria sp. (1%) and Phomopsis sp. (1%). The others were separated into two
groups: | and II, with colonization rates of 25.5 and 42% respectively. Antimicrobial
activity of Pestalotiopsis sp., Xylaria sp and group | isolates were investigated. The
strains of the genus Xylaria sp. (69JES and 70JES) showed antagonistic properties
against the pathogen G. citricarpa; methanol extracts inhibited in vitro mycelial
growth and production of pycnidia on leaves. Thin layer chromatography of these
extracts revealed the presence of alkaloid and coumarin. The isolated 69JES was
transformed via Agrobacterium tumefaciens with cassettes for GFP and BAR
expression using a binary plasmid vector based in the pPZP201BK. This is the first
report of the genus Xylaria endophytes isolated from a medicinal plant operating in
the control of G. citricarpa. Promising results were obtained with the early elucidation
of compounds and obtaining transformants. Transformation is essential to
understand the role of genes during interaction between plants and its pathogens.

Keywords :  Endophytic  fungi, espinheira-santa, = Agrobacterium-mediated

transformation; Guignardia citricarpa; Xylaria sp.,

Este sera submetido para publicacdo no periédico “B iological Control”.
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5.1. Introdugao

Todas as plantas estudadas até hoje sdo hospedeiras de micro-organismos
endofiticos, estes se associam de forma mutualistica, competindo com patdégenos,
diminuindo a herbivoria e o ataque de insetos, aumentando a tolerancia a estresses
abibticos e bidticos, protegendo as plantas e favorecendo seu crescimento,
recebendo em contrapartida protecdo e nutrientes do seu hospedeiro (Bacon e
White, 2000; Azevedo et al. 2000; Sikora' et al. 2007; Arnold e Lutzoni, 2007;
Rodriguez et al. 2009). Na estreita relacdo entre endofiticos e a planta hospedeira
pode ocorrer producdo de metabdlitos secundarios que interferem de alguma forma
no desenvolvimento de patdogenos (Azevedo et al. 2000; Rodrigues et al. 2000; Bills,
et al. 2002; Espodsito e Azevedo, 2004; Schardl et al. 2004; Schulz et al. 2006;
Backman e Sikora, 2008; Yu et al. 2010).

Atualmente, os fungos endofiticos de plantas medicinais sdo estudados na
busca de novos metabdlitos secundarios potencialmente Uteis. Destaca-se neste
contexto a “espinheira-santa” (Maytenus ilicifolia Mart. ex. Reiss), planta medicinal
nativa da América do Sul, encontrada principalmente na regido Sul do Brasil,
comumente destinada ao tratamento de Ulceras no estbmago e outros problemas
gastricos (Figueiredo et al. 2007). A bioprospeccdo de micro-organismos ou seus
metabdlitos que atuem no controle de fungos fitopatogénicos como o fungo
responsavel pela doenca Mancha Preta dos Citros (MPC), G.citricarpa Kiely, faz-se
necessaria, gerando o uso menor de fungicidas e possivelmente um controle mais
eficiente da doenca.

Sendo o Brasil detentor de um terco da producdo mundial de citros e 85% da
producdo do suco da fruta, a citricultura representa uma das principais atividades do
agronegocio brasileiro (Agrianual, 2009; Associtrus, 2010), € crescente o interesse
na busca por fungos endofiticos e na descoberta de compostos bioativos que
poderdo ser utilizados como ferramentas no controle de fitopatdégenos, em especial
ao controle do fitopatdogeno G. citricarpa.

O estudo genético deste fitopatdgeno e suas associa¢des endofiticas, era
invidvel devido a falta de um sistema de transformacdo genética para fungos deste
género. Figueiredo et al. (2010), descreveram um sistema de agrotransformacéo
para G. citricarpa, possibilitando a utilizacdo de linhagens de transformantes em

diferentes estratégias para o estudo de controle biolégico e do entendimento da
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interacdo planta-patdogeno. Estudos de interacdo in vivo entre o agente causal da
MPC e os isolados endofiticos sdo necessarios para verificar o potencial destes no
controle biologico e as interacbes que apresentam. Neste contexto, 0 presente
estudo relata o isolamento, identificacdo, selecdo de fungos endofiticos com
capacidade de inibir in vitro o crescimento de G. citricarpa. Além da
agrotransformacgéo dos isolados com capacidade antagonista para futuros estudos

de interacao entre patdégeno-antagonista.

5.2 Materiais e Métodos

5.2.1 Isolamento, identificacdo, obtencdo de extrat o0s metandlicos e

cromatografia de camada delgada (CCD) de fungos end  ofiticos de M. ilicifolia

Os fungos endofiticos utilizados neste estudo foram isolados de folhas de M.
ilicifolia (espinheira-santa), do Centro Nacional de Pesquisa de Floresta (CNPF) da
EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudaria) — Paranda/Brasil,
utilizando a metodologia para isolamento de fungos endofiticos descrita por Petrini
(1991). A taxa de colonizacdo (TC) foi estimada usando a formula TC: numero de
fragmentos com um ou mais isolados / total de fragmentos da amostra, expressa em
percentagem (Petrini et al.1992).

Os fungos isolados foram classificados por morfo-tipo como descrito por
Arnold et al. (2000). Para identificacdo molecular o DNA gendmico foi obtido de
acordo com a metodologia descrita por Raeder e Broda (1985), modificada por
Glienke-Blanco et al. (2002) e identificados com base na analise de sequenciamento
da regido ITS1 — 5,8S — ITS2 do rDNA com os primers V9G (De Hoog et al. 2003) e
ITS4 (White Jr. et al. 1990). As condi¢cdes da reagao foram realizadas seguindo
protocolo de White et al. (1990), modificado por Stringari (2009). As sequéncias
obtidas foram comparadas com outras sequéncias existentes no banco de dados do
GenBank pelo programa BLAST (Altschul et al.1997). A analise filogenética foi
realizada no software PAUP* 4.0 b10 (Swofford 1998).

Os isolados fungicos com atividade inibitoria do crescimento micelial contra

G. citricarpa LGMF06 foram submetidos a extracdo de metabdlitos, andlise de
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compostos em cromatografia em camada delgada (CCD) e a caracterizacao
morfolégica mais detalhada.

Para obtencdo dos extratos, a fermentacdo foi realizada de acordo com
bibliografia especializada (Rodrigues et al. 2000; Corrado e Rodrigues, 2004). Os
filtrados da cultura foram extraidos com acetato de etila P.A. (AcOEt, Merck). Depois
da rotaevaporacdo da fase organica o extrato bruto seco foi pesado e diluido em
metanol (10 mg/ml).

O extrato bruto metandlico de isolados com potencial para controle biologico
de G. citricarpa foram analisados via cromatografia em camada delgada, descrito por
Wagner e Bladt (1996) para a deteccdo de classes de compostos, como &cidos
graxos, alcal6ides, antraquinonas, cumarinas, flavondides e terpendides (Ordoéfiez et
al. 2006; Rodrigues et al. 2009).

A caracterizacdo morfologica foi realizada a partir do cultivo em meio agar-
aveia (20,0 g de aveia, 20,0 g de dextrose, 15,0 g de agar e agua destilada q.s.p.)
em placas de Petri incubadas durante 21 dias com fotoperiodo de 12 horas e

temperatura de 22°C.

5.2.2 Selegéo de antagonistas contra  G. citricarpa

Foi realizado um levantamento inicial utilizando a Técnica de Cultura
Pareada (Mariano, 1993) para avaliar o antagonismo de 66 isolados endofiticos
contra G. citricarpa LGMF06. Foram justapostos discos (@ 6 mm) de micélio
retiradas da borda de culturas crescidas em meio BDA durante 7 dias (28T,
fotoperiodo de 12 horas, em BOD) dos isolados endofiticos e do fitopatdogeno, em
direcbes opostas nas placas de Petri nas mesmas condigbes do cultivo citado.
Adotou-se o delineamento inteiramente casualizado, com cinco repetigcbes. Cada
unidade amostral foi representada por uma placa de Petri. O controle negativo
recebeu apenas o fitopatdgeno.

Para determinar a porcentagem de inibicdo do crescimento, foi medido o

diametro das colbdnias e calculado de acordo com a férmula:

Porcentagem de inibicao (P1%): %ﬁ x 100
c
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Onde, Dc é o diametro médio da coldnia do fitopatdgeno no controle e Dt é o
didmetro médio da colbnia nos tratamentos testados (Quiroga et al. 2001).

Com os isolados que apresentaram capacidade de inibicdo do crescimento
micelial do fitopatdogeno superior a 50%, foram obtidos extratos metabdlitos para
confirmacéo dos resultados. Para esta avaliacdo, discos de colonias (& 12 mm)
obtidos de cultura de G. citricarpa LGMF06 foram justapostos no centro de placas de
Petri contendo BDA. A 1,0 cm da borda, em posicdes opostas e equidistantes, foram
colocados discos de papel filtro estéril (@ 5 mm). Sobre os discos foram adicionados
10,0 yL do extrato metandlico na concentracdo 10 mg/mL. As placas foram
incubadas (28T, fotoperiodo de 12 horas, em BOD) e o potencial de inibicdo foi
avaliado medindo o diametro das colbnias ap6s 7 dias de crescimento, comparando
com o controle negativo, onde foi adicionado agua destilada autoclavada. Como
controle positivo foi utilizado o fungicida carbendazim (Derosal® 1,0 mg/mL), Bayer
Leverkusen).

Para testar o efeito inibitério dos extratos metandlicos na formacédo de
picnidios de G. citricarpa LGMFO06, foi utilizada a metodologia descrita por Cardoso-
Filho (2003) com modificacbes. Folhas de limédo cravo foram lavadas em &agua
corrente, cortadas em fragmentos de 1 cm? e autoclavados em agua destilada. Trés
fragmentos foram colocados em placas de Petri com meio BDA. Discos de micélio
(@ 12 mm) de colbnias de G. citricarpa LGMF06 foram inoculados em pontos
adjacentes a cada fragmento foliar. Sobre cada fragmento foram adicionados 10 uL
do extrato metandlico. As placas foram incubadas durante 21 dias (28<C, fotoperiodo
de 12 horas, em BOD). ApOs este periodo, os picnidios crescidos sobre os
fragmentos foliares foram contados, por observacdo com lupa comparando com o
controle negativo (4gua destilada) e controle positivo (Derosal® (1,0 mg/mL), Bayer
Leverkusen).

Para testar se os resultados obtidos tiveram significAncia estatistica foi
realizado analise de variancia (ANOVA). Quando o teste F foi significante, uma
comparacao posterior foi conduzida usando teste Tukey por meio do software
ASSISTAT (Silva et al. 2002).
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5.2.3 Agrotransformacéo e analise dos transformante s

Foi utilizada a metodologia descrita por Figueiredo et al. (2010) para a
agrotransformacéo de isolados de Xylaria sp. Antagonistas a G. citricarpa LGMFO6.

Para determinar a estabilidade mitética dos possiveis transformantes, os
mesmos foram cultivados em meio BDA por 3 geragcbes na auséncia do fungicida
glifosinato de aménio (100 pg/mL) e cultivo subsequente com o fungicida.

Os possiveis transformantes e os controles foram cultivados por um periodo
de 1 a 4 dias e submetidos a analise de microscopia de epifluorescéncia. As
imagens foram capturadas para andlise dos resultados usando microscopio Leica
UV (DMKLB ou MZFL111) com filtros de 488 nm de excitacdo e emissao de 515 nm.
As imagens foram editadas usando Picasa 3.1.0 software.

A deteccdo dos transgenes nos possiveis transformantes foi realizada por
meio de PCR. Os isolados foram inoculados em meio BDA e incubados a 28 °C por
3 dias. O micélio foi submetido a extracdo do DNA gendmico utilizando o kit de
extracdo UltraClean® microbial DNA Isolation Kit (MO-BIO®) seguindo instrucédo do
fabricante. A reacdo de PCR dos possiveis transformantes foi realizada em
termociclador (Mastercycler, Eppendorf) usando os oligonucleotideos barR e barF
com condi¢des de PCR descritas por Figueiredo et al. (2010).

5.3 Resultados

5.3.1 Isolamento e identificacdo de fungos endofiti  cos de M. ilicifolia

Entre os fungos obtidos do isolamento de 200 fragmentos foliares de M.
ilicifolia foram identificados 6 géneros principais: Alternaria, Phyllosticta Guignardia e
Xylaria com taxa de colonizacdo de 1%, Phomopsis (2%), Pestalotiopsis (6,5%) e
Colletotrichum sp./Glomerella (16,5%). Os demais isolados foram separados em dois
grupos, de acordo com a coloracdo e aspecto do micélio, sendo do Grupo |, os
fungos com micélio branco cotonoso (25,5%) e do Grupo Il, os fungos com micélio
escuro (42%), estes sendo todos aqueles que apresentavam coloracdo amarela,

marrom, cinza e esverdeado (Tabela 1).
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Tabelal - NUMERO DE ISOLADOS E TAXA DE COLONIZACAO (TC) EM
PORCENTAGEM DOS FUNGOS ENDOFITICOS EM FOLHAS DE M. ilicifolia
(espinheira-santa)

Géneros e Grupos Isolados  TC (%)
Alternaria sp. 2 1
Phyllosticta sp./Guignardia sp. 2 1
Xylaria sp.** 2 1
Phomopsis sp. 4 2
Pestalotiopsis sp. ** 13 6,5
Colletotrichum sp./Glomerella sp. 33 16,5
GRUPO I: Fungos de micélio branco cotonoso** 51 25,5
GRUPO ll:Fungos de micélio escuro* 84 42
TOTAL 191 95,5

* Fungos com coloragdo do micélio amarelo, marrom, cinza e esverdeado. ** Isolados utilizados
nos testes de antagonismo contra o fitopatégeno G. citricarpa LGMFO06.

5.3.2 Selec¢éo de antagonistas contra  G. citricarpa

Dos 191fungos endofiticos isolados, 66 testados e duas linhagens de Xylaria
sp. (69JES e 70JES) foram capazes de inibir o crescimento de G. citricarpa
LGMFO6.

Os extratos metandlicos produzidos a partir destes isolados reduziram
significativamente o crescimento micelial de G. citricarpa LGMF06 (Tabela 2). A
inibicdo ocorreu devido a producdo de metabdlitos secundarios produzidos pelos
isolados endofiticos, uma vez que o solvente metanol (Figura 1C e Tabela 2) e agua
(Figura 1B) n&o apresentaram efeito no crescimento micelial.

Ocorreu a diminuicdo no numero de picnidios produzidos por G. citricarpa
LGMFO06 na superficie de folhas de citros autoclavadas (Tabela 2) com o uso dos
extratos. Novamente avaliou-se o efeito do metanol, ndo apresentando este efeito
sobre a producéo de picnidios por G. citricarpa. Houve diferenca significativa entre
os isolados endofiticos, demonstrando que o isolado 70JES é mais efetivo no
controle do crescimento micelial de G. citricarpa in vitro em relagc&o ao isolado 69JES
(Tabela 2).



Tabela2 - MEDIA DO CRESCIMENTO MICELIAL E FORMACAO DE
PICNIDIOS DE G. citricarpa LGMF06 NA PRESENCA DE EXTRATOS
METANOLICOS DOS ENDOFITOS 69JES e 70JES

Tratamentos Média de crescimento (cm) Média do Nime  ro de Picnidios
Metanol 331 a* 236 a
Agua 323 a 245 a
69JES 226 b 2,08 b
70JES 150 c 183 c
Derosal 0,20 d 00 d

*Médias seguidas da mesma letra, ndo apresentam diferencga estatistica significante (Tukey teste,
P < 0.05). d.m.s 0.57 para média de crescimento e 0,24 para o nimero de picnidios

D. Extrato metandlico 69JES.

Figural- CRESCIMENTO MICELIAL DAS COLONIAS DE G. citricarpa
LGMF06 NA PRESENCA E AUSENCIA DO EXTRATO METANOLICO DOS

E. Extrato metandlico 70JES.

ENDOFITOS EM MEIO BDA APOS 7 DIAS DE INCUBACAO A 28°C
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Os isolados 69JES e 70JES, identificados como promissores para o controle
de G. citricarpa LGMF06, foram identificados pela macromorfologia e pelo
sequenciamento da regido ITS1 — 5,8S — ITS2 do rDNA como sendo pertencentes
ao género Xylaria (Figura 2).

O isolado 69JES apresentou estruturas de reproducdo e foi possivel a
caracterizagdo morfolégica. Em meio &gar-aveia as colbnias apresentaram
crescimento lento, chegando a 5-6 cm apos 4 semanas. Inicialmente, com micélio
ralo e cotonoso, branco e uniforme. Quando maduro, o micélio torna-se acinzentado
a preto em algumas regides. Com reverso amarelado com mancha escura em locais
de estromas incipiente (dados ndo mostrados).

Os componentes presentes nos extratos metandlicos dos isolados 69JES e
70JES fracionados em cromatografia em camada delgada indicaram a presenca de

compostos alcaldides, aminas primarias e cumarinas (Apéndice 3).

GU324749 Mylaria berteri

EU678657 Xylaria sp. S20

84 | | AF163033 Xylaria enteroleuca

69 JES Xylariasp. o«

70 JES Xylariasp. <——

EUT715625 Xylaria curta

GU324748 Xylaria crozonensis

AF 163030 Xylaria castorea

AF163026 Xylaria acuta

98 AF 163038 Xylaria longipes

AF163031 X¥ylaria comu-damae
AJ309350 Xylaria hypoxylon

86
100 4| AF163029 Xylaria arbuscula
100 | AF163028 Xylaria arbuscula
AF 163034 Xylaria fioriana
AF 163025 Nectria cinnabarina

0.02
Figura2 - ARVORE FILOGENETICA CONSTRUIDA PELO METODO DE
MAXIMA PARCIMONIA BASEADA NAS SEQUENCIAS DA REGIAO ITS1-5,8S-
ITS2 DO rDNA DE DOIS ISOLADOS ENDOFITICOS E 13 SEQUENCIAS
REFERENCIAS DO GENERO Xylaria

NOTA: N. cinnabarina foi usada como outgroup. Os valores de bootstrap (n=1000 repetic6es)
maiores que 50 e a escala da distancia genética estao indicados. Os isolados avaliados nesse
estudo estdo indicados.
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5.3.4 Agrotransformacéao dos isolados 69JES e 70JES

Foram obtidos 133 possiveis transformantes de Xylaria sp. (69JES) a partir
de 14 dias de crescimento no meio contendo acetoseringona. Destes, 50%
apresentaram estabilidade mitética apdés 4 repiques. N&o foram obtidos
transformantes da linhagem 70JES de Xylaria sp, provavelmente pela falta de
esporulacdo do mesmo. Desta forma, a agrotransformacao utilizando apenas hifas
do isolado 70JES nao se apresentou viavel.

A presenca de hifas do isolado 69JES de Xylaria sp. emitindo fluorescéncia
(Figura 3A), apés 14 dias de crescimento em meio BDA (com glifosinato de amonio),
demonstra que o gene gfp estd sendo expresso nos transformantes, indicando
eficiéncia no processo de agrotransformacao.

Nove transformantes de Xylaria sp. (69JES) foram escolhidos ao acaso e
submetidos a analise de PCR para confirmacado da presenca do gene bar. Todos os
transformantes apresentaram como produto de PCR a banda correspondente a
aproximadamente 600 pb (Figura 3B), indicando a presenca do gene bar. Como

controle negativo da reacéo foi utilizada a linhagem selvagem 69JES (SV)

Figura 3 — ANALISE DOS TRANSFORMANTES DE Xylaria sp. 69JES OBTIDOS
POR AGROTRANSFORMACAO. A. MICROSCOPIA DE EPIFLUORESCENCIA
DE HIFAS DO TRANSFORMANTE 32 DE Xylaria sp. 69JES; B. AMPLICONS
DO GENE bar DE 9 TRANSFORMANTES E DA LINHAGEM SELVAGEM 69JES
(SV)

Nota: Os nameros correspondem aos possiveis transformantes; SV. Xylaria 69JES selvagem; B.
branco; PL. plasmideo contendo o gene bar; M. marcador de peso molecular DNA DE FAGO A
/Hind 11l (esquerda) e DNA ladder de 100 pb (direita).
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5.4. Discussao e conclusao

A MPC causada pelo fungo G. citricarpa é uma importante doenca da
citricultura brasileira, que ocasiona grandes prejuizos econémicos ao Pais. A busca
por medidas alternativas de controle, tais como agentes no controle biolégico, tem
sido um desafio. Muitos fungos endofiticos sdo relatados como agentes protetores
de plantas no controle ao atague de insetos e patdgenos emergindo como
importantes ferramentas para o controle biolégico (Vu, Hauschild e Sikora, 2006;
Clarke et al. 2006; Campanile, Ruscelli e Luisi, 2007; Backman e Sikora, 2008; LI et
al. 2008; Rodriguez et al. 2009; Yu, et al. 2010).

Os extratos metandlicos dos dois isolados foram capazes de inibir em até
53% o crescimento micelial de G. citricarpa. Tais extratos também foram capazes de
inibir até 15 % a formacgdo de picnidios do fitopatdgeno na superficie de folhas de
citros (Tabela 2). Estes resultados sdo extremamente importantes em funcdo do
ciclo da doenca MPC. A fase assexual é a responsavel pelo incremento da doenca
dentro da planta e proximo a ela, pois o0s conidios sdo disseminados
circunstancialmente a curtas distancias (Baldassari et al. 2001). Em frutos maduros e
folhas caidas, os conidios emergem de um ostiolo, envolvidos por uma substancia
muscilaginosa que é facilmente solubilizada e transportada pela agua das chuvas,
orvalho ou irrigacado, atingindo a superficie de 6rgédos suscetiveis, e iniciando novas
infeccbes (Kotzé, 1981; Robbs et al. 1985). A importancia dos conidios na
epidemiologia da doenca se sobressai com a coexisténcia, na mesma planta, de
frutos infectados e frutos jovens suscetiveis (Feichtenberger, 1996).

Além disso, a producéo de picnidios nas lesées de MPC nos frutos citricos €
a caracteristica principal para declarar a existéncia de frutos com sintomas na
amostra analisada, e promovem a recusa na importacao dos frutos pela Comunidade
Européia. Desta forma, estratégias que minimizem o aparecimento de picnidios de
G. citricarpa em frutos citricos, sdo de fundamental importancia e representam um
avanco nas pesquisas de controle.

As linhagens endofiticas 69JES e 70JES foram identificadas como Xylaria
Sp. por meio de sequéncias da regido ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA (Figura 2). O género
Xylaria pertence a familia Xylariaceae, uma familia que compreende
aproximadamente 40 géneros com representantes em praticamente todos os

continentes. Espécies de Xylaria tem sido isoladas como enddfitos de diferentes
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plantas (Bayman et al. 1998; Urairuj et al. 2003; Caféu et al. 2005; Arnold, 2008 ;
Liu et al. 2010), incluindo coniferas, orquideas e bromélias, monocotiledbneas,
dicotiledbéneas e arvores da floresta tropical em geral (Brunner e Petrini, 1992; Davis
et al. 2003; Shibuya et al. 2003 Park et al. 2005; Hata e Sone, 2008). Este é o
primeiro relato de espécies de Xylaria isoladas como endofiticas de espinheira-
santa, uma planta importante para medicina popular da América do Sul (Figueiredo
et al. 2007).

Compostos bioativos provenientes do metabolismo secundario de fungos
do género Xylaria apresentam inumeras funcdes bioldégicas como antioxidantes,
antitumorais e antimicrobianos (Liu et al. 2007; Hu, 2008; Pongcharoen et al. 2008;
Jiménez-Romero et al. 2008; Li et al. 2010; Silva et al. 2010; Liu et al. 2010).

Espécies de Xylaria tem tido seus compostos elucidados exaustivamente
para descoberta de novas drogas. Xiaoli Liu et al. (2008) relataram o isolamento e
elucidacdo da estrutura de quatro novos terpendides, xylarenolide, xylaranol,
xylaranol B e &cido xylaranico da linhagem Xylaria sp. 101.

A linhagem Xylaria sp. FO010 apresenta duas substancias, a griseofulvina e
declorogriseofulvina, com propriedades antifungicas efetivas no controle do
desenvolvimento de Magnaporthe grisea e Corticium sasaki em culturas de arroz,
contra Puccinia recondita controlando a ferrugem da folha do trigo e contra Blumeria
graminis f. sp. hordei, o oidio da cevada (Park et al. 2005).

O composto conhecido como sordarina, um terpendide isolado do género
Xylaria é particularmente interessante, pois apresenta atividade antifingica via
inibicdo do fator de elongacéo da sintese protéica (Hu et al. 2010).

As fraglOes ativas dos extratos metandlicos das duas linhagens endofiticas
(69JES e 70JES) foram determinadas por CCD e revelaram compostos como
alcaloides e cumarinas. Alcaldides sdo conhecidos metabolitos secundarios
produzidos por fungos endofiticos que atuam como protetores das plantas,
diminuindo a herbivoria (Espésito e Azevedo, 2004). A cumarina € um principio ativo
volatil encontrado em diversas espécies de plantas tais como guaco, emburana,
agrido, cumaru, canela, entre outras, e em frutas como morango, cereja e damasco.
Possui um odor forte e caracteristico de baunilha. E utilizada como fixador de
perfumes, aditivo em tintas e spray, aromatizantes de alimentos, produtos de
limpeza, além de possuir propriedades antibidticas, bronco-dilatadora, fungicida,

anticoagulante, analgésica e também ser utilizada em tratamentos contra o cancer
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(Rodrigues, 2009). Tal componente pode ser encontrado em diversas plantas,
ocorrendo em diferentes espécies e familias botanicas, e, excepcionalmente, em
bactérias e fungos (Celeghini et al. 2001). Shoeb et al. (2010) relataram a presenca
de cumarina com propriedades antimicrobianas de fungos endofiticos isolados da
planta medicinal Aquilaria malaccensis Lamk. Cumarina foi caracterizada em
extratos obtidos de Periconia atropurpurea, um fungo endofitico isolado de folhas de
Xylopia aromatica, uma planta nativa do Cerrado Brasileiro (Teles et al. 2006) e
também a partir de extratos produzidos por Pestalotiopsis sp., fungo endofitico
isolado de folhas de Rhizophora mucronata na China (Xu et al. 2009).

A elucidadacgédo da estrutura dos metabolitos revelados por CCD precisa ser
melhor investigada, uma vez que fungos endofiticos sdo fontes naturais de
metabdlitos de crescente interesse e pelo fato dos extratos metanodlicos destes
isolados apresentarem atividade antimicrobiana contra G. citricarpa, podendo ser
utilizado no futuro, com agentes de controle biolégico deste fungo.

Uma importante estratégia para o estudo da acdo de controladores
biolégicos in vivo, é a utilizacdo de transformantes expressando proteinas
fluorescentes, que podem ser visualizadas sob microscopia de epifluorescéncia. Em
trabalho anterior, Figueiredo et al. (2010) obtiveram transformantes de G. citricarpa
expressando a proteina GFP. No presente trabalho, foram obtidos com sucesso
transformantes da linhagem 69JES de Xylaria sp expressando esta proteina verde
fluorescente. Tais transformantes poderdo ser utilizados em estudos de colonizagéo
e até controle biolégico diretamente em plantulas e frutos de citros.

A freqiiéncia de transformacédo da linhagem 69JES foi alta (133 / 10°
esporos/mL), se comparado com os resultados obtidos por Figueiredo et al. (2010).
Quando comparadas as frequéncias de transformantes estaveis mitoticamente
encontradas para outros fungos na literatura, a eficiéncia da transformacao de
Xylaria sp. € menor (Reis, 2004 e Rodriguez-Tovar, 2005).

Os resultados obtidos sugerem que apenas 0s conidios e nao hifas séo
vidveis para agrotransformacdo para tal espécie de Xylaria. A agrotransformacédo de
hifas em outros géneros de fungos foi relatada na literatura (Chen et al. 2000;
Michielse et al. 2005) . Com isso, sugere-se que o protocolo de agrotransformacgao
desenvolvido para G. citricarpa, pode ser utilizado para os fungos do género Xylaria.
Entretanto, percebe-se que o sucesso da agrotransformacdo deste género é

dependente da producdo de esporos neste fungo.
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O desenvolvimento deste eficiente e viavel sistema de transformagéo para
linhagens de Xylaria € relevante, por se tratar do primeiro relato de
agrotransformacéo para este género e contribuir para o estudo das interacbes e
entendimento dos processos de colonizacdo da planta hospedeira, da atuacao e
interacdo deste frente a G. citricarpa no interior da planta, abrindo um horizonte de

possibilidades de estratégias moleculares para fins de controle biolégico.
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6. CAPITULO Ill: Compatibilidade vegetativa e carac terizagdo molecular de
Guignardia citricarpa, Phyllosticta capitalensis e P. citribraziliensis

Figueiredo, J.G., Goulin E.H., Waculicz-Andrade C. E., Bini A.P., Adamoski, D., V
Kava-Cordeiro., Galli-Terasawa L.V., Glienke C.

Universidade Federal do Parana

Abstract

Citrus Black Spot (CBS), caused by Guignardia citricarpa, is a serious fruit spot
disease and is widely distributed in South America, Africa and Australia. Recently
was described in Cuba and United States of America. Previous studies have
demonstrated the existence of endophytic species (Phyllosticta capitalensis and
P. citribraziliensis) in citrus plants with high morphological similarity to the causal
agent of CBS. P. capitalensis is cosmopolitan with a widehost range and can
colonize citrus fruit and leaves. P.citribraziliensis is a new species recently described
in citrus plants. To understand the genetic variability of G. citricarpa is necessary
establish the study of hyphal anastomosis, heterokaryon formation and the
establishment of vegetative compatibility groups. This study aimed to check the
occurrence of sexual and vegetative compatibility reactions between and within 8
isolates of G. citricarpa, 9 of P. capitalensis and 4 of P. citribraziliensis. Vegetative
compatibility systems usually restrict the transfer of nuclear and cytoplasmic
elements during the growth of the fungus and can be used in studies of genetic
variability of various species. Of the 231 combinations, 15 crosses between G.
citricarpa showed incompatible. It was not been established vegetative compatibility
groups among strains of G. citricarpa, allowing the exchange of genetic material
between them, corroborating the results described in the literature reporting low
diversity among isolates of this fungus. According to phylogenetic analysis based on
Bayesian Inference and Maximum Parsimony sequences of ITS1-5.8S rDNA-ITS2
and elongation factor al of the strains of G. citricarpa, P. capitalensis and P.
citribraziliensis these isolates formed genetically distinct groups and therefore there
must be genetic mechanisms that restrict heterokaryon formation between genetically
different individuals.

Keywords : G. citricarpa, P. capitalensis, P. citribraziliensis, Citrus Black Spot,

vegetative compatibility
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6.1 INTRODUCAO

O Brasil destaca-se na citricultura, sendo detentor de um terco da producéo
mundial e 85% da producédo internacional do suco de laranja, representando uma
das principais atividades do agronegocio brasileiro (Agrianual, 2009; Associtrus,
2010). Entretanto, em que pese a importancia do setor, o mesmo € afetado por
varios problemas de ordem fitossanitaria, notadamente as doencas. E, dentre estas,
destaca-se a Mancha Preta dos Citros (MPC), ou Pinta Preta, como também &
designada. Os sintomas de MPC restringem-se quase que exclusivamente a casca
dos frutos de onde advém os prejuizos dados pela sua depreciacdo, principalmente
no mercado externo, de tal forma que muitas pesquisas fazem-se prioritarias e
urgentes com vistas minimizem 0s prejuizos.

A MPC é causada por Guignardia citricarpa, uma doenca quarentenaria Al
para os paises da Unido Européia (Wulandari et al. 2009). Ela afeta praticamente
todas as espécies de citros com importancia econémica, especialmente as laranja
doces (Citrus sinensis). Atualmente a MPC encontra-se relatada em paises da
Africa, Asia, Oceania, América do Sul e Caribe. Recentemente também foi relatada
sua presenca nos campos da Flérida (Schubert et al. 2010). A MPC é um problema
na producdo da América do Sul, Africa, Austrdlia e mais recentemente em Cuba
(Vazquez, 2007) e Estados Unidos (NAPPO, 2010).

Trés espécies morfologicamente similares dos géneros Guignardia e
Phyllosticta estdo associadas as plantas citricas: G. citricarpa (anamorfo: Phyllosticta
citricarpa), P. capitalensis e P. citribraziliensis (Glienke et al. 2011). Entretanto,
somente a G. citricarpa causa a MPC (Baldassari et al.2008) mas as trés espécies
podem ser isoladas de plantas citricas.

A anastomose possibilita a troca do contetddo celular entre individuos
diferentes, sendo este evento requerido nas reacdes de compatibilidade, inicio da
reproducdo sexual, formacéo de heterocario, ciclo parassexual e a distribuicdo de
nutrientes no micélio/colénia (Glass et al. 2000; Hickey et al. 2002).

Em fungos filamentosos existe o reconhecimento sexual, que & controlado
por locus mat (“mating types”) e o reconhecimento vegetativo, que é controlado por
um locus especifico denominado het (incompatibilidade de heterocario ou também
pode ser chamado de vic, de incompatibilidade vegetativa) (Leslie, 1993; Saupe,

2000). Quando dois individuos se encontram, eles podem sofrer a fusao celular ou
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anastomose. Se os dois individuos tiverem o0 mesmo gendtipo vic, ocorre a
heterocariose, porém, se eles diferirem geneticamente para o loco vic, apesar da
fusdo de hifas, as células heterocaridticas sao rapidamente destruidas ou tém o
seu crescimento severamente inibido (Saupe, 2000). Os sistemas de
compatibilidade vegetativa geralmente restringem a transferéncia de material nuclear
e elementos citoplasmaticos durante o crescimento do fungo. Sdo denominadas
compativeis vegetativamente as linhagens que apresentam identidade alélica para
um conjunto particular de loci denominados het ou vic. A presenca de tais loci
possibilita aos seus portadores a formacdo de heterocarios estaveis. Por outro lado,
linhagens que diferem em qualquer um destes loci sdo incapazes de formar
heterocarios estaveis e sdo classificadas como vegetativamente incompativeis
(Puhalla,1985; Leslie, 1993). A heterocariose consiste no primeiro estagio do ciclo
parassexual podendo resultar em haploides recombinantes através dos processos
de recombinacdo e haploidizacdo, responséveis pela variabilidade genética de
patogenos. Esta relacionada com o surgimento de isolados resistentes a fungicidas
e de linhagens capazes de quebrar a resisténcia de plantas (Azevedo, 1998).
Estudos de compatibilidade vegetativa também podem ser utilizados para anélise da
diversidade genética e na estrutura de populacdes naturais (Leslie, 1993).

Para compreensdo sobre a variabilidade genética de G. citricarpa torna-se
necessario averiguar a ocorréncia de anastomose de hifas e formacdo de
heterocarios, bem como evidenciar ou ndo a existéncia de grupos de
compatibilidade vegetativa. O presente trabalho foi realizado com o objetivo de
verificar a ocorréncia de reacdes de compatibilidade vegetativa entre e dentre as
espécies de G. citricarpa, P. capitalensis e P. citribraziliensis.

6.2 MATERIAIS E METODOS

6.2.1 Isolados e condi¢cbes de crescimento

Foram avaliadas 22 linhagens de G. citricarpa, P. capitalensis e P.

citribraziliensis (Tabela 1), escolhidas ao acaso, que fazem parte da cole¢ao de

cultura do laboratério de Genética de Microrganismos da Universidade Federal do

Parana, Curitiba, PR. Tanto para o estudo de compatibilidade vegetativa quanto para
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a manutencdo dos estoques as mesmas permaneceram em Meio Citros Fabris-
Nishimura (CFN) (28 g I'* de folhas de citros lavadas, 20 g I"* glicose, 15 g I'* agar,
pH 5.8).

6.2.2 Avaliacédo da compatibilidade vegetativa

Foram realizados pareamentos entre todas as colbnias de G. citricarpa, P.
capitalensis e P. citribraziliensis. Em placas de Petri com Meio CFN foi colocado
papel celofane autoclavado. Sobre o celofane foram inoculados dois discos (3 6
mm) da cultura de cada uma das linhagens, em lados opostos e equidistantes entre
si, ambos a 2,0 cm da borda. As placas de Petri foram mantidas durante 7 dias em
estufa B.O.D., com fotoperiodo de 12 h, a 28<C. Apé s este periodo as observacoes
foram fotodocumentadas. Na regido de encontro das col6nias o celofane foi cortado
e disposto sobre uma lamina para realizacdo de microscopia optica. As observagoes
foram analisadas com teste cego, no qual as placas receberam apenas a
identificagdo numérica e somente apds a andlise dos resultados, foi apresentada a
identificag&o das linhagens.

Cada unidade amostral foi representada por uma placa de Petri em
delineamento inteiramente casualizado com 5 repeticdes por tratamento. O controle
recebeu apenas uma das linhagens, com trés repeticoes. A avaliacédo foi realizada
mediante duas abordagens: a) Observacdo macromorfolégica do encontro de hifas
entre as colbnias, de acordo com os critérios estabelecidos por Burgess et al. (2001),
sendo considerados incompativeis os cruzamentos em que as linhagens néo se
encontraram ou que apresentaram uma barreira na zona de encontro das hifas.
Como cruzamentos compativeis foram considerados aqueles em que as colbnias
ndo apresentavam barreira de crescimento; b) Observacdo microscopica da
formacéo de zona de encontro. Quando as hifas das linhagens ndo se encontraram,
estas foram consideradas como cruzamentos incompativeis e quando houve o
encontro de hifas, estas foram consideradas como possiveis linhagens compativeis

vegetativamente.
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Tabela 1 - LINHAGENS DE Guignardia citricarpa, Phyllosticta capitalensis e P. citribraziliensis UTILIZADAS NO ESTUDO DE
COMPATIBILIDADE VEGETATIVA

RNA

N° Cadigo dupla fita Espécie / Hospedeiro Tecido Origem Responsavel pelo Isolamento
3 FTMO23 - C. reticulata Blanco Fruto Cerro Azul/ PR Juliana Fabris
5 PC28/05 - Citrus latifolia - - Antonio de Goes

g PC 13/96 + Citrus sp. - Cordeiropolis/ SP -
1§ PC 33/05 - Citrus sinensis - - Antonio de Goes
15 =2 ECAF 75 - - - - -
17 0) PC 7LD6 + Citrus sp. - Mogi-Guagu/ SP- -
19 PCIAC19/02 + Citrus sp. - Cordeir6polis/ SP -
21 PC 7LB8 + Citrus sp. - Mogi-Guacu/ SP -

ECMI05 - - - - -
Ecol 23 - Citrus sinensis NI - -

g ECMi01 - - - - -
10 S ECMi06 - - - - -
12 s 403 ; - ; ; ;
16 § EC21C + Camellia japonica Folha EUA Carroll
18 o ECMIi07 - - - - -
20 PC 45 - - - - -
22 EC 16/96 - Citrus limon - Cordeiropolis/ SP -
7 @ ECPR3 + Citrus sp Folha Rio Negro/ PR Chirlei Glienke
14 § ECPR5 + Citrus sp. Folha Rio Negro/ PR Chirlei Glienke
1 o g ECPRO06 + Citrus sp Folha Rio Negro - PR Chirlei Glienke
13 g 203 ; - ; ; -

NOTA: (+) Presenca; (-) Auséncia; -. Sem Informacoes.
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6.2.3 Caracterizagao Molecular

O DNA genbmico dos isolados de G. citricarpa, P.capitalensis e P.
citribraziliensis foi obtido de acordo com a metodologia descrita por Raeder e Broda
(1985), modificada por Glienke-Blanco et al. 2002. Para identificagdo molecular dos
isolados foi realizado o sequenciamento da regido ITS1 — 5,8S — ITS2 do rDNA e
parte do gene al do fator de elongacdo da traducdo (TEF1l-a). A amplificacdo foi
realizada com os primers V9G (5'TTACGTCCCTGCCCTTTGTAZ’) (De Hoog et al.
2003) e ITS4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC3’) (White et al. 1990), que séo
universais para fungos e permitem amplificar a regido ITS1 - 5,8S - ITS2 do DNA
ribossomal. As condicbes da reacdo seguiram o protocolo de White et al. (1990),
modificado por Stringari (2009). A amplificacéo foi realizada com desnaturacéo inicial
a 94T por 2 minutos; 35 ciclos de 30 segundos a 94 C, 1 minuto a 55T, 1 minuto a
727C; seguida de extenséo final de 3 minutos a 72T . A purificacdo do produto de
PCR foi realizada com acetato de amoénio e etanol PA e o pellet resultante foi
ressuspendido em 15 uyL de agua ultra-pura esterilizada. Para reacdo de
sequenciamento foi utilizado o Kit DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing (GE
Healthcare®), seguindo as instru¢bes do fabricante. A amplificacdo de TEF1 foi
realizada com os primers EF1-728F(5'CATCGAGAAGTTCGAGAAGG3) e
EF2(5'GGA(G/A)GTACCAGT(G/C)ATCATGTT3I’) (Carbone e Kohn 1999), com as
mesmas condicdes descritas anteriormente. A qualidade dos produtos de PCR foi
verificada em gel de agarose. O produto final da amplificacdo foi purificado com
Sephadex (Amersham Pharmacia Biotech Inc.) e submetida a eletroforese capilar
semi-automatica utilizando a plataforma MegaBACE (GE Healthcare®).

O alinhamento das sequéncias obtidas foi realizado com auxilio do programa
CLUSTAL-W versao 1.7 (Thompsom et al.1994). Foi realizada posterior inspecéo
visual através do programa BioEdit 7.0.5.3 (Hall, 1999). As sequéncias obtidas foram
também comparadas com outras sequéncias existentes no banco de dados
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), pelo programa BLAST (Altschul et al.1997). Para
andlise das sequéncias obtidas no presente trabalho, foi utilizado o programa
Megablast, comparando sequéncias de nucleotideos altamente similares do banco
de dados de sequéncias de nucleotideos do GeneBank. A analise filogenética foi
realizada com auxilio do programa PAUP* 4.0 b10 (Swofford, 1998) e a andlise de

inferéncia Bayesiana foi conduzida utilizando o programa MrBayes (Huelsenbeck e
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Ronquist, 2001). As arvores geradas foram visualizadas utilizando programa
TREEVIEW (Page, 1996).

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1 Avaliacéo da compatibilidade vegetativa

Os isolados de G. citricarpa, P. capitalensis e P. citribraziliensis
(APENDICE 1) apresentaram col6nias de coloracdo negra, com aspecto granuloso e
micélio ralo. Nota-se, entretanto que P. capitalensis e P. citribraziliensis apresentam
as bordas mais arredondadas em relacdo a espécie G. citricarpa, bem como
crescimento mais uniforme e rapido. McOnie (1964) relatou que as linhagens
patogénicas apresentam crescimento lento, quando comparadas com linhagens
endofiticas deste género. Baayen et al. (2002), relataram que a forma patogénica e a
endofitica isoladas de varias espécies vegetais na Africa, América, Asia e Australia
comparando-as através de parametros morfoldégicos e moleculares, apresentam
padrdes distintos quanto a taxa de desenvolvimento vegetativo em diferentes meios
de cultura, a coloragéo de coldnias e a morfologia dos conidios.

Apés 7 dias de crescimento, analisando a macromorfologia das col6nias das
linhagens de G. citricarpa, P.capitalensis e P. citribraziliensis foi possivel observar a
formacdo de uma barreira na zona de encontro das col6nias, bem como a inibicdo
do crescimento. Na figura 1 estdo representados os pareamentos entre as linhagens
de G. citricarpa, com o pareamento da linhagem controle FTMO2.3 e contra as
linhagens 28/05; PC 13/96; PC 33/05; ECAF 75; PC 7LD6; PC IAC 19/02; PC 7LB8,
respectivamente. Em relacdo ao controle (Figura 1A), os demais pareamentos nao
sao caracterizados pela formacao de uma barreira de crescimento de hifas, mas sim
pela alterac&o na zona de contato. Tal inibicao foi observada nos pareamentos entre
as linhagens 28/05, PC13/96 e ECAF75 (Figura 2B, C e E). Nestes pareamentos, a
linhagem FTMOZ2.3 apresentou inibicdo de crescimento na regido de frente a
linhagem oposta. Também foi possivel observar que apesar do pouco crescimento
da linhagem PC33/05, ela foi capaz de inibir o crescimento da linhagem FTMO2.3
(Figura 1D).
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FIGURA 1 — PAREAMENTO DAS LINHAGENS DE G. citricarpa EM MEIO DE CULTURA CFN
APOS 7 DIAS DE INCUBACAO A 28°C

Na direta a linhagem FTMO2.3 e a esquerda as demais linhagens: A: FTMO2.3 (controle) — B:
28/05; C: PC 13/96; D: PC 33/05; E: ECAF 75; F: PC 7LD6; G: PC IAC 19/02; H: PC 7LB8

Em relacdo aos pareamentos entre G. citricarpa FTMO2.3 com P.
capitalensis (Ecol 23; 403 e EC 16/96) e P. citribraziliensis (ECPR3; 203 e ECPR5)
demonstrados na figura 2, apenas o pareamento entre FTMO2.3 e Ecol 23
apresentaram halo de inibigdo com crescimento reduzido de micélio (Figura 2A). Nos
demais pareamentos, houve inibicdo do crescimento da colénia FTMO2.3 na regido
de contato com formacdo de uma barreira. As regides de encontro podem ser
caracterizadas com mudanca na coloragdo do micélio (Figura 2B e 2F).

Os pareamentos entre P. capitalensis e P. citribraziliensis também
apresentaram uma barreira no encontro das col6nias (Figura 2G-l). No pareamento
entre P. capitalensis Ecol 23 com ECMIi06 e do pareamento entre P. citribraziliensis
ECPRO06 e ECPRO07, nota-se uma barreira entre as colénias na regido de encontro
(FIGURA 2G e 2I). Diferente do que pode ser visto na regido de encontro do
cruzamento entre P. capitalensis Ecol 23 com P. citribraziliensis ECPRS5, na qual
ocorre uma inibicdo do crescimento (Figura 2H).
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FIGURA 2 — PAREAMENTO DAS LINHAGENS DE G. citricarpa FTMO2.3 COM AS
LINHAGENS DE P. capitalensis (A:Ecol 23; B:403 e C:EC 16/96) E P. citribraziliensis
(D:ECPRS; E:203 e F: ECPR5), P. capitalensis Ecol 23 com ECMi06 (G), P. capitalensis Ecol
23 com P. citribraziliensis ECPR5 (H) e P. citribraziliensis ECPR06 e ECPRO7 (I) A — F:
FTMO2.3 na esquerda e as demais a direita;

A macromorfologia das coldnias de P. capitalensis e P. citribrazilienses
indica crescimento maior que os de G. citricarpa. Em geral, foi observado que as
linhagens de P. capitalensis e P. citribraziliensis continuaram apresentando
crescimento micelial rapido e uniforme, tanto sozinha (controle), quanto nos
pareamentos.

Conforme os resultados na analise de compatibilidade utilizando o critério de
macromorfologia das colénias nos pareamentos, conclui-se que todas as linhagens
utilizadas neste estudo apresentam uma barreira na regido de encontro das
colénias. Entretanto, algumas das linhagens de G. citricarpa apresentam total
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inibicdo de crescimento formando um halo entre as colbnias, sendo considerados,
estes cruzamentos como incompativeis vegetativamente (Tabela 3).

Assim como nos resultados de observacdo macromorfolégica, nao foi
possivel estabelecer grupos de incompatibilidade vegetativa entre as linhagens de
G. citricarpa, entretanto, foi possivel identificar pareamentos de linhagens
incompativeis. Sendo a linhagens FTMO2.3 a linhagem que apresentou maior
namero de pareamentos incompativeis.

Na analise microscopica do encontro de hifas entre as linhagens, percebe-se
que 100% das linhagens de P. capitalensis e de P. citribraziliensis estabelecem
contato de hifas entre si. Todas as linhagens de P. capitalensis e P. citribraziliensis
estabelecem contato de hifas com as linhagens de G. citricarpa (Tabela 3).

Nos cruzamentos compativeis entre as linhagens de G. citricarpa foi
possivel observar a fusdo das hifas (Figura 3-E). Nas figuras 3C e 3D estdo
representadas as fusbes de hifas entre as linhagens 28/05 com PC7LD6 e PCIAC
19/09, respectivamente. A fusdo das hifas ocorreu entre as hifas principais e
secundarias, sendo observado também entre hifas paralelas, formando a estrutura
do tipo H (Figura 3C). Também ocorreram entre as paredes laterais das hifas e
entre as extremidades de uma hifa e a parede lateral de outra (Figuras 3C-E).
Foram encontradas regibes de contato entre hifas, tanto entre as linhagens da
mesma espécie como entre os cruzamentos de P. capitalensis ECMi0O5 e P.
citribraziliensis ECPR3 (Figura 3F).

Os pareamentos entre as linhagens de G. citricarpa 28/05 com PC7LD6 e
PCIAC 19/02 (Figura 3A e 3B, respectivamente) apresentaram um halo que poderia
ser caracterizado como um cruzamento incompativel, entretanto, quando analisado

em microscopia foi possivel observar a fusdo de hifas (Figura 3C e 3D).



TABELA 3 — REACOES DE COMPATIBILIDADE VEGETATIVA ENTRE Guignardia citricarpa, Phyllosticta capitalensis
e Phylosticta citribraziliensis APRESENTADAS NAS ANALISES MICROSCOPICAS APOS 7 DIAS DE CRESCIMENTO
EM MEIO CFN A 28°C

L G. citricarpa P. capitalensis P. citribraziliensis

Ne Cadigo
3 5 8 11 15 17 19 21| 4 6 9 10 12 16 18 20 22| 1 7 13 14
3 FTMO23 * - - - - * -+ + + o+ o+ o+ o+ o+ |+ o+ o+ o+
5 28/05 + - - - + + + + + + + + + + + + + + + +
8 PC 13/96 + -+ - -+ |+ o+ + 4+ 0+ o+ o+ o+ 4+ |+ o+ o+ 4
11 PC 33/05 + - -+ + |+ + + + + 4+ 4+ + + |+ + o+ o+
15 ECAF 75 + -+ + |+ + + 4+ o+ + + + 4+ |+ + o+ o+
17 PC 7LD6 + 0+ - |+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ |+ o+ o+ o+
19 PC IAC 19/02 + 4+ |+ 4+ + + + + + + + |+ + + 4+
21 PC 7LB8 + 0+ + + + + + 4+ o+ o+ |+ o+ + o+
4 ECMI05 + + + 4+ 4+ + + + + |+ + + o+
6 Ecol 23 + 4+ 4+ 4+ o+ o+ o+ o+ |+ o+ + o+
9 ECMIO1 + O+ o+ o+ o+ o+ 4+ |+ o+ o+ 4+
10 ECMi06 + o+ o+ o+ o+ o+ |+ o+ o+ #
12 403 + O+ o+ o+ o+ |+ o+ o+ F
16 EC21C + O+ o+ o+ |+ o+ o+ o+
18 ECMIi07 + o+ o+ |+ o+ o+ o+
20 PC 45 + o+ |+ o+ o+ 4
22 EC 16/96 + |+ o+ o+ 4+
1 ECPRO6 + o+ o+ o+
7 ECPR3 + o+ 4+
13 203 + o+
14 ECPR5 +

NOTA: (-) incompativeis vegetativamente; (+) apresentam compatibilidade vegetativa;



As linhagens de G. citricarpa que apresentaram incompatibilidade vegetativa
entre os pareamentos na analise macromorfolégica, foram confirmadas com a
analise de microscopia (Tabela 3). Entre as linhagens de G. citricarpa ndo foram
formados grupos de incompatibilidade, entretanto formam-se pareamentos
incompativeis. A figura 4 permite observar mais claramente que apesar das
linhagens fazerem parte de grupos de compatibilidade diferentes, estes grupos se
inter-relacionam, favorecendo assim a troca de material genético entre as linhagens
desta espécie. Ao mesmo tempo em que sdo observados pareamentos
incompativeis entre a linhagem FTMO2.3 com as linhagens 28/05, PC 13/96, PC
33/05, ECAF75 e PC7LB8 (Tabela 2), a linhagem PCIAC 19/02 esta presente em
todos os grupos, sendo compativel, inclusive, com a linhagem FTMO23, permitindo
entdo a troca de material genético desta com linhagens que formaram pareamentos
incompativeis com ela. Da mesma forma, as linhagens PC7LD6 e PC7LB8 séo
incompativeis, entretanto ambas fazem parte do grupo Il ao qual pertencem as
linhagens compativeis com a linhagem 28/05.

Os grupos de compatibilidade formados entre as linhagens de G. citricarpa
nao estdo relacionados com a origem de isolamento e nem com a espécie do
hospedeiro. A linhagem FTMOZ2.3 foi isolada do fruto de lesdo de Citrus reticulata na
localidade de Cerro Azul no estado do Parana e faz parte do mesmo grupo de
compatibilidade das linhagens PC7LD6 e PC7LB8, isoladas de Citrus sp. em Mogi-
Guacu, no estado de Sao Paulo.

Nos casos de cruzamentos compativeis, consideram-se que exista uma
similaridade genética entre os isolados e uma provavel origem geografica comum,
além de haver semelhantes atributos biologicos, fisioldégicos e patogénicos (Glass
et al. 2000). Isto significa dizer que estas linhagens, quando presentes no mesmo
hospedeiro e ao mesmo tempo, podem ocorrer a heterocariose e a complementacao

de alelos.
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P.capitalensis ECMI 05

P. citribraziliensis ECPR3

FIGURA 3 — PAREAMENTO E ENCONTRO DE HIFAS ENTRE ISOLADOS DAS
| LINHAGENS DE G. citricarpa, P. capitalensis e P. citribraziliensis EM MEIO DE

CULTURA CFN APOS 7 DIAS DE INCUBA(}AO A 28°C
Nota: B-C e E-F: aumento de 200 x e 400 x, respectivamente; coradas com lactofenol azul de

| algodao
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FIGURA 4 - REPRESENTACAO GRAFICA DOS GRUPOS DE
COMPATIBILIDADE VEGETATIVA DAS LINHAGENS DE G. citricarpa

As fusdes de hifas que estdo ocorrendo entre as linhagens de G. citricarpa
permitem a troca do conteddo celular e a distribuicio de nutrientes no
micélio/colénia. Se houver compatibilidade quanto ao gene vic, pode ocorrer
formacao de heterocérios, que sdo o primeiro passo para o ciclo parassexual, um
dos processos que levam a recombinagdo genética em fungos. Tal mecanismo
permite que fungos haploides possam desfrutar dos beneficios do dipléide, como
complementacao ou heterose (Leslie, 1996; Glass et al. 2000; Hickey et al. 2002).
Porém, tal modo de reproducédo nao foi ainda descrito para espécies deste género.

De acordo com Leslie (1993) a compatibilidade vegetativa entre os fungos
reflete a diferenca fenotipica (ou similaridade) entre individuos que representam a
populacdo de uma dada espécie. Neste caso, o fato das linhagens se inter-
relacionarem podem indicar a similaridade entre G. citricarpa.

A forma como as linhagens se inter-relacionam corroboram com resultados
obtidos por Stringari (2009) que sugere a existéncia de um possivel fluxo génico
dentro da espécie G. citricarpa. Utilizando marcadores moleculares do tipo RAPD, a

autora propde que a magnitude da variacdo observada entre os grupos analisados &
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suficiente para sugerir que ha estruturacdo insipiente das populacdes de G.
citricarpa. Propde também que tal estruturacéo pode estar em andamento e o tempo
decorrido apos o isolamento das populacdes nao seja suficiente para ser revelado
por meio dos marcadores utilizados no estudo.

A incompatibilidade vegetativa ou somatica impde uma barreira nos
cruzamentos entre organismos geneticamente semelhantes, entretanto, diferentes
para o locus vic. Contribuindo para a conservagdo genética dentro de uma
populacdo, além de restringir a disseminacdo de elementos infecciosos, como
micovirus ou organelas debilitadas (Marek, 2003), prevenir a exploragdo por
ndcleos mal adaptados e ou como um mecanismo de autodefesa em fungos

filamentosos (Glass et al. 2000).

6.3.2 Caracterizagdo molecular

Para analise taxondmica e estudo da variabilidade das linhagens utilizadas
neste estudo, foi realizado o sequenciamento das regides ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA e
parcial do gene al do fator de elongagdo. Comparando-se as sequéncias obtidas
com as que estdo depositadas no banco de dados NCBI, foi confirmada a
identificacdo dos isolados como G. citricarpa (identidade igual ou superior a 98%), ou
como P. capitalensis (identidade superior a 97%). Foram formados 3 grupos distintos
entre G. citricarpa, P. capitalensis e P. citribraziliensis (Figura 5).

Entre P. capitalensis e P. citribraziliensis € possivel observar diversidade
genética. Segundo Baayen et al. (2002) o fungo P. capitalensis parece ser um
endofitico bem sucedido de um grande numero de plantas com distribuicdo mundial.
Ao contrario do observado com G. citricarpa, o fungo P. capitalensis pode ser isolado
como endofitico de plantas da vegetacdo espontanea proximas de pomares citricos.
Essa diversidade de hospedeiros ja foi observada por Wulandari et al. (2009),
Rodrigues et al. (2004) e Baayen et al. (2002) entre outros.

Rodrigues et al. (2004) sugerem que algumas espécies de Guignardia ndo
co-evoluem regularmente com seus hospedeiros e frequentemente “saltam” para
outros hospedeiros. Segundo os autores, P. capitalensis pode ser um bom exemplo,
pois trata-se de uma espécie que ocorre em muitas espécies de plantas diferentes e

que populacdes de P. capitalensis em diferentes hospedeiros e (ou) de diferentes
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regides geograficas podem evoluir para espécies separadas por um isolamento e
selecao no futuro.

Stringari (2009) sugere que, devido a elevada variabilidade genética
apresentada por P. capitalensis, revelada, sdo necessarios mais estudos com o

objetivo de distingdo de espécies neste complexo.
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FIGURA 5 — ARVORES FILOGENETICAS DAS LINHAGEANS DE G. citricarpa, P.
capitalensis e P. citribraziliensis BASEADAS NAS SEQUENCIAS ITS1-5.8S-ITS2
rDNA e al DO FATOR DE ELONGACAO

A. M&xima parciménia e B. Inferéncia Bayesiana das sequéncias ITS1-5.8S-ITS2 rDNA; C. Maxima
parciménia e D. Inferéncia Bayesiana das sequéncias al DO FATOR DE ELONGAGCAO. Os valores
abaixo dos ramos representam tanto os valores botstrap (maxima parcimdnia) ou probabilidades
posteriores (Inferéncia Bayesiana)
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Conforme relatado por Stringari (2009), a similaridade de sequéncias entre
as linhagens de G. citricarpa é surpreendente, uma vez que tais isolados sé&o
provenientes de diferentes regibes e variedades citricas. Os resultados da
caracterizacdo molecular corroboram com os apresentados acima na formacao dos
grupos de compatibilidade vegetativa (Figura 4), no qual, apesar das linhagens de G.
citricarpa formarem grupos de compatibilidade, elas se inter-relacionam.

Por outro lado, apesar dos resultados apresentados na analise
microscopica (Tabela 3 e Figura 4B), sugerirem a possibilidade de pareamentos
compativeis entre G. citricarpa, P. capitalensis e Phyllosticta sp., 0s grupos
formados nas analises filogenéticas revelam que ndo ocorrem trocas genéticas entre
estas linhagens. Visto que, de acordo com as analises apresentadas com base na
Méaxima Parcimonia e Inferéncia Bayesiana das sequéncias de ITS1-5.8S-ITS2 rDNA
e al do fator de elongacdo das linhagens de G. citricarpa, P. capitalensis e
Phyllosticta sp., estas formam grupos geneticamente distintos (Figura 5). Neste
caso, as linhagens utilizadas neste estudo devem possuir 0s mesmos genotipos
para 0s genes que controlam os eventos de pré-fusdo e diferencas alélicas entre os
genes que controlam a compatibilidade vegetativa, de forma que possuem
capacidade para formar anastomose, mas posteriormente ndo chegam a formar
heterocério (Leslie e Zeller, 1996).

Os resultados aqui apresentados nao permitem o estabelecimento de grupos
de compatibilidade vegetativa entre as linhagens de G. citricarpa e ndo parecem ser
explicados pelo controle do gene vic. Por outro lado, Montenegro (2010) descreve a
existéncia de particulas semelhantes a virus em diversas linhagens das trés
espécies aqui investigadas. Talvez a existéncia de tais particulas esteja impedindo o
encontro das hifas entre algumas das linhagens aqui estudadas.

Assim, faz-se necessario entender melhor as intera¢gdes entre as linhagens e
espécies investigadas, uma vez que elas convivem endofiticamente e
patogenicamente com plantas de citros, contribuindo assim para o controle mais

racional e ecologicamente seguro da doenca.
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7. DISCUSSAO

O Brasil destaca-se na citricultura, sendo detentor de um terco da producéo
mundial e 85% da producédo internacional do suco de laranja, representando uma
das principais atividades do agronegocio brasileiro (AGRIANUAL 2009;
ASSOCITRUS, 2010). Entretanto, a Unido Européia considera G. citricarpa um Sério
risco fitossanitario e tem imposto restricoes a importacédo de frutos (BAAYEN et al.,
2002). A MPC prejudica a exportacado devido a barreira fitossanitaria, por ser uma
doenca quarentenaria, onde a tolerancia de fruto com sintoma € zero, a exportacéo
de frutos in natura é limitada (BALDASSARI et al. 2008). Em ocorréncias severas, 0S
frutos podem cair prematuramente, comprometendo a produtividade das plantas e
como consequéncia as exportacdes do suco.

As medidas de controle da doenca atualmente baseiam-se no emprego de
tratos culturais e principalmente no controle quimico, no entanto, o uso de fungicidas
protetores e sistémicos acarreta num aumento significativo do custo na producao,
causa contaminacfes para 0 meio ambiente e aumenta a pressao de selecédo sobre
a populacgéo de fitopatdgenos.

Devido a complexidade da epidemiologia da doenca, os resultados de
controle muitas vezes tém se mostrado aquém dos desejados. Dada as
caracteristicas biolégicas do fungo G. citricarpa e a dinamica da MPC (Spésito,
2003), faz-se necessario a adocao, de forma integrada, de varias medidas com o
objetivo da otimizagao do seu controle.

O presente estudo relata pela primeira vez a transformacdo pelo sistema
ATMT de G. citricarpa e de um isolado endofitico do género de Xylaria,
potencialmente capaz de atuar no controle da MPC. A transformacdo via
A. tumefaciens em fungos filamentosos apresenta inUmeras vantagens em relacao
aos métodos convencionais de transformacdo genética, tratando-se de uma
metodologia simples e barata que permite alta eficiéncia de transformacao.

A agrotransformacdo vem sendo muito empregada para obtencdo de
fendtipos mutantes e identificacdo de genes a estes relacionados pela possibilidade
da identificacdo de genes interrompidos (MICHELSE et al., 2005). A constatacéo de

integracdo de copia Unica em sitios aleatorios, no genoma hospedeiro favorece a
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obtencdo de fendtipos mutantes e a identificacdo de genes de interesse via
mutagénese insercional aleatéria, sendo empregados nos estudos de interacao
fungo-planta para identificacdo de genes relacionados a patogenicidade (MULLINS e
KANG, 2001). Este sistema também pode ser util para mutacdo sitio dirigida,
mediante recombinacdo homodloga entre a regido do T-DNA e do genoma do
hospedeiro (MOON et al., 2008).

Grande parte da sistematica de fungos endofiticos e patogénicos € baseada
na especificidade de hospedeiros e no tipo de relacdo que o fungo tem com a planta.
Com o desenvolvimento do protocolo de agrotransformacao para G. citricarpa com
auxilio de gene reporter, como o gfp, sera possivel o estudo de microscopia da
interacdo entre o fungo e as plantas axénicas de citros. GFP nédo precisa de
substrato exdgeno e sua expressao ndo modifica o tecido examinado, tornando-se
um marcador ideal em estudos de interacao planta-patégenos.

Guidetti-Gonzalez (2009) destaca no seu estudo dos genes diferencialmente
expressos identificados na interagdo C. sinensis-G. citricarpa, que a interagdo entre
plantas e micro-organismos patogénicos sao especificas, complexas e dinamicas. O
estudo da interagcdo planta-patégeno pode ser eficiente na descoberta do controle
mais efetivo & doenca, uma vez que sera possivel 0 acompanhamento do patégeno
em diferentes estagios de colonizacdo. Um exemplo € o estudo de Cochliobolus
heterostrophuso, no qual a expressao da proteina fluorescente GFP foi usada como
reporter no estudo da interagcédo deste patégeno com plantas de milho (MAOR et al.,
1998).

E crescente o interesse na busca por fungos endofiticos e na descoberta de
compostos bioativos que poderdo ser utilizados como ferramentas no controle de
fitopatdgenos, em especial ao controle do fitopatdgeno G. citricarpa. Fungos
endofiticos podem interromper alguma etapa do estagio da doenca ou do ciclo de
vida do patogeno através de diversos mecanismos, tais como: parasitismo, produgéo
de antibiéticos e enzimas hidroliticas, competicdo por nutrientes e nichos de
colonizacédo (PUNJA e UTKHEDE, 2003).

Os processos de transformagdo genética em fungos endofiticos séo
promissores para o0 estudo das interagcbes e entendimento dos processos de

colonizagéo da planta hospedeira. E provavel que os diferentes mecanismos atuem
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em sinergia durante a interagdo antagonica e a utilizacdo destes micro-organismos
pode proporcionar diferentes niveis de controle, desde a preven¢do da infeccao,
reducdo da colonizacdo, diminuicdo da esporulacdo ou da sobrevivéncia do
patogeno.

As linhagens endofiticas 69JES e 70JES foram identificadas no presente
trabalho como Xylaria sp. por meio de sequéncias da regiao ITS1-5.8S-ITS2 do
rDNA. O género Xylaria € uma fonte rica de metabdlitos secundarios com iniUmeras
funcBes biologicas como antioxidantes, antitumorais e antimicrobianos (LIU et al.
2007; PONGCHAROEN et al., 2008; JIMENEZ-ROMERO et al., 2008; HU, 2008; LI
et al., 2010; SILVA et al., 2010; LIU et al., 2010).

Embora o género Xylaria tenha grande aplicacdo biotecnoldgica e tenha tido
seus compostos elucidados exaustivamente para descoberta de novas drogas, néo
h& relatos na literatura de estudos que descrevam a transformacédo genética para
fungos deste género pelo sistema ATMT. Além disso, este € o primeiro relato de
espécies de Xylaria isoladas como endofiticas de espinheira-santa, com acéo
antimicrobiana contra G. citricarpa.

O entendimento de como se da a ocorréncia de reacfes de compatibilidade
sexual e incompatibilidade vegetativa entre e dentro de isolados de G. citricarpa, P.
capitalensis e P. citribraziliensis adquire importancia relevante. A identificacdo de
VCGs dentro de uma populacdo morfologicamente homogénea permite identificar
subpopulac¢des geneticamente isoladas com respeito aos locos vic, as quais podem
ser relacionadas as caracteristicas agronémicas distintas, como patogenicidade ou
localizacdo geografica dos isolados (LESLIE, 1993).

Os resultados da caracterizagcdo molecular corroboram com os encontrados
na formacdo dos grupos de compatibilidade vegetativa (Figura 4), no qual, apesar
das linhagens de G. citricarpa formarem grupos de compatibilidade, elas se inter-
relacionam.

Como nem sempre os frutos apresentam sintomas aparentes e outras
doencas citricas por vezes apresentam sintomas semelhantes a MPC, a precisao na
identificacdo e no entendimento da forma de atuacédo e de colonizagcdo das duas

espécies justifica sua grande importancia econémica.
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8. CONCLUSOES GERAIS

. A agrotransformacé&o de G. citricarpa € viavel e transformantes expressando a
proteina GFP foram obtidos com sucesso, possibilitando estudos de controle
bioldgico;

. Isolados de espinheira-santa tem potencial para o controle biolégico de G.
citricarpa;

. Isolados endofiticos de espinheira-santa do género Xylaria sp. apresentaram
atividade antimicrobiana contra G. citricarpa,

. A agrotransformacdo de Xylaria sp. é vidvel na obtencdo de transformantes
gue expressam a proteina GFP;

. As linhagens de G. citricarpa, P. capitalensis e P. citribraziliensis apresentam
grupos de compatibilidade vegetativa, havendo contato e fusdo de hifas entre elas,
porém as sequéncias das regides ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA e parcial do gene al do
fator de elongacéo formam grupos geneticamente distintos e portanto, devem existir
mecanismos genéticos que restringem a formacao de heterocarios.

. As linhagens de G. citricarpa apresentam incompatibilidade vegetativa,
entrentanto ndo houve a formagao de grupos consistentes, que ndo podem ser

explicados pela acao do gene vir.



9. PERSPECTIVAS

Apesar do esforco e volume de pesquisas, ainda sabe-se pouco sobre a
gendmica funcional de G. citricarpa. Um sistema de transformacao eficiente € uma
ferramenta importante para a manipulacdo de genes deste fitopatdogeno. Até o
presente momento nao havia mutantes geneticamente definidos nem um sistema de
transformacao eficiente, que permitissem a caracterizacdo e analise funcional de
genes e de seus produtos, além da distincdo entre o processo de infec¢do de G.
citricarpa e a colonizacdo do hospedeiro por espécies endofiticas potencialmente
capazes de inibir a MPC.

Da mesma forma, a agrotransformacdo do isolado endofitico 69JES de
Xylaria sp., que apresentou atividade antagonista contra G. citricarpa, sera util para
analise de microscopia da interacdo baseada endofitico-planta-patégeno e endofitico
versus patdgeno. Tal ferramenta pode ser utilizada como mutagénica para o estudo
visando a identificacdo de genes de importancia biotecnolégica relacionada a
sintese de compostos bioativos no controle de MPC.

Uma importante estratégia para o estudo da acdo de controladores
biolégicos in vivo, é a utlizacdo de transformantes expressando proteinas
fluorescentes, que podem ser visualizadas sob microscopia de epifluorescéncia. A
obtencdo de transformantes da linhagem 69JES de Xylaria sp. expressando a
proteina GFP, contribuira para elucidar a atuacdo e a interacdo deste frente ao
fitopatdgeno G. citricarpa no interior da planta abrindo um horizonte de
possibilidades de estratégias para fins de controle bioldgico.

O sistema de agrotransformacgéo desenvolvido para G. citricarpa possibilitara
a visualizacdo das fusdes de hifas que estdo ocorrendo entre as linhagens e as
reacdes de compatibilidade, por meio de microscopia de epifluorescéncia.

Como o protocolo foi eficaz na transformacdo de G. citricarpa, 0 mesmo
podera ser realizado com linhagens de P. capitalensis, utilizando um gene reporter
diferente, possibilitando a visualizacdo das interacbes que ocorrem € um
entendimento melhor das rotas de colonizagdo entre linhagens patogénicas e
endofiticas, bem como a formagéo dos grupos de compatibilidade vegetativa.
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APENDICES



APENDICE 1: LINHAGENS DE G. citricarpa, P. capitalensis e P. citribraziliensis
UTILIZADAS NO ESTUDO DE COMPATIBILIDADE VEGETATIVA E ENCONTRO
DE HIFAS APOS 7 DIAS DE CRESCIMENTO EM MEIO CFN A 28°C
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APENDICE 2: TRANSFORMACAO DE G. citricarpa MEDIADA POR A.tumefaciens

1. Material Biol6gico

A linhagem selvagem de G. citricarpa LGMFO06 isolada de lesdes de MPC
em Sao Paulo, Brasil, apresenta teste de patogenicidade por Baldassari et al.2008
e faz parte do banco de material biolégico do Laboratério de Microrganismos
(LabGeM) da Universidade Federal do Parand, Curitiba, Parana, Brasil estocada
em Meio Citrus Fabris-Nishimura (20 g/L de glicose, 15 g/L de agar, pH 5.8
ajustado com HCI) (CFN). A. tumefaciens EHA-105 contendo o vetor binario foi
gentilmente cedida por G. Pasquali (Centro de Biotecnologia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul) e estocada em meio Luria—Bertani.

Para a agrotransformacao foi segui a metodologia descrita por Covert et al.

(2001), Reis et al.(2004), Staats et al.(2007), com modifica¢cdes. O vetor contém o
gene de resisténcia a canamicina e 0s genes de expressao da proteina GFP e da
enzima fosfinotricina acetiltransferase (gene bar que confere resisténcia ao
glifosinato de amonio) para selecdo dos transformantes fangicos.

A amplificacdo do plasmidio foi utilizada a linhagem de E. coli DH10 com

tratamento por cloreto de calcio e choque térmico.

2 Agrotransformacédo de G. citricarpa

A cepa EHA105 de A. tumefaciens, previamente transformada com o
plasmidio pPZP201BK, foi inoculada em 10 mL de Luria e Bertani (LB) (10,0 g de
triptona, 5,0 g de extrato de levedura, 0,2 g de cloreto de potassio, 0,6 g de cloreto
de célcio, agua destilada g.s.p 1000,0 mL) acrescido de canamicina (100 pg/mL) e
mantida em incubacéo a temperatura de 25°C (180 rpm / 24 a 48 horas). Apds este
periodo foi adicionado o volume da cultura necessério para ODgg final de 0,15, em
dois frascos, um contendo meio IM (10 mM K2HPO4, 10mM KH2PO4, 2.5 mM NacCl,
2 mM MgS04, 0.7 mM CaCl2, 9 mM FeSO4, 4mM, NH4S04, 10 mM glicose, 40 mM

2-[N-morpholino] acido etano sulfénico, pH 5.3, 0.5% glicerol (w/v),) com ou sem 200
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pmol I-1 AS. Os frascos foram incubados a 28°C a uma rotacdo de 180 rpm, até
atingir ODeso entre 0,4 e 0,5. Enquanto isso, placas de Petri foram preparadas
contendo membranas de celofane dispostas sobre o meio IM sélido (1% de agar) e
meio IM + AS. Uma suspensdo de conidios foi preparada (1x10° conidios/ mL,
aproximadamente) e misturada a 100 pL da suspensdo de células bacterianas
cultivadas em IM+AS (liquido) em um eppendorff. A mistura foi vertida sobre
membrana disposta em placas de Petri contendo IM+AS (IMAS) ou apenas IM Com
o auxilio de uma alca de Drygalsky a mistura foi espalhada sobre o meio. Para as
placas controle foi utilizada solugdo salina 0,85% (p/v) ao invés da suspensédo de
células bacterianas. As co-culturas foram incubadas a 28<C por dois dias (periodo
de co-cultivo).

Posteriormente sobre as membranas de celofane foram vertidos 10 mL de
meio seletivo ((mesmo meio IM, com 5 mM ao invés de 10 mM glicose e 0,7% de
agar), acrescido de glifosinato de aménio (100 pug/mL) para a selecdo de agentes
fungicos transformantes, e cefotaxima (200 pg/mL) para inibir o crescimento de A.
tumefaciens. As placas foram incubadas a 28 durante um perio do de 7 a 10 dias.
Apoés este periodo, os supostos transformantes que emergiram do meio seletivo
foram transferidos para placas de Petri previamente preparadas com meio seletivo,
acrescido de glifosinato de aménio (100 pg/mL).

3 Estabilidade mitética

Para determinar a estabilidade mitdtica dos transformantes, 0s supostos
transformantes foram cultivados em meio seletivo por trés geracées na auséncia de
glifosinato de aménio (100 pug/mL). Posteriormente deu-se a inoculacdo em seletivo

contendo glifosinato de aménio (100 pg/mL).

4 Andlise dos transformantes com microscopia fluor escente

As linhagens de G. citricarpa (controle) e as linhagens dos transformantes
foram cultivadas por um periodo de 1 a 4 dias, e submetidas a analise de

microscopia fluorescente. As imagens foram capturadas para analise dos resultados
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usando um microscépio Leica UV (DMKLB ou MZFL111) com filtros de 488 nm de
excitacdo e emissdo de 515 nm. As imagens foram editadas usando Picasa 3.1.0
software .

5 PCR

Para deteccdo dos transgenes em G. citricarpa por PCR, o DNA total foi
extraido de micélio em crescimento no meio CFN, durante 3 dias. O micélio foi
liofilizado e macerado em nitrogénio liquido. DNA gendmico foi obtido de acordo
com o método descrito por Raeder and Broda (1985), e modificado por Glienke-
Blanco et al.(2002). A reacdo dos 49 possiveis transformantes foi realizada em
termociclador (Mastercycler, Eppendorf) usando os oligonucleotideos barR
(5 TCAGATCTCGACGGG3") e barF (5’ ATGAGCGAACGACGCS3’). Para reacao
foi utilizado 50 ng de DNA total de G. citricarpa, 3 mM MgCl,, 4 uM de cada
oligonucleotideo, 0.2 mM de cada dNTP (Invitrogen ®), tampdo de PCR 1 X , e
1.5 unidades de Taq polymerase (Invitrogen®). As condicdes da PCR foram: 94T,
30s; 60C, 30s and 72<C, 45s, por 30 ciclos. O prod uto de PCR foi analisado por
eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etideo e
visualizado sob luz UV (Ultraviolet Benchtop transilluminators) e fotografado (Digi

doc it software ).

6 Andalise de Southern blot

DNA gendmico purificado (10 pg) dos possiveis transformantes e da
linhagem selvagem foram digeridos com BamHI, EcoRI and or Pstl, analisados
em gel de agarose 1%, passando por capilaridade para membrane Amersham
Hybond-N+ (Buckinghamshire, UK), usando protocolo descrito por Sambrook e
Russel (2001). A hibridizacdo ocorreu de acordo com altas condicbes de
estringéncias recomendada pelo fabricante Amersham Genes Images Alkphos
Direct Labeling e sistema de detecgédo Detection System (Buckinghamshire, UK)

usando uma sonda de DNA com o gene bar com 600 bp.
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APENDICE 3: CROMOTOGRAFIA DE CAMADA DELGADA DOS EXTRATOS
METANOLICOS DE ISOLADOS DE Xylaria sp.

CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA REVELADA COM DRAGENDORFF
(A) INDICANDO A PRESENCA DE COMPOSTO ALCALOIDE. (B) COM NINIDRINA
INDICANDO A PRESENCA DE AMINAS PRIMARIAS E DE AMINAS TERCIARIAS.
(C) COM HIDROXIDO DE POTASSIO EVIDENCIANDO A PRESENCA DE
COMPOSTOS DO TIPO CUMARINAS.

NOTA: Extratos metandlicos dos isolados 70JES e 69JES, respectivamente.



