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RESUMO

Fungos sdo organismos que muitas vezes habitam os mais variados tecidos
vegetais. Se ha sintomas, os fungos sdo considerados fitopatogénicos. Se nao, o
fungo é endofitico. Os fungos utilizados neste trabalho foram isolados de plantas
citricas, como endofiticos (espécie Phyllosticta spinarum) ou causando a doenca
Mancha Preta de Citros (MPC) (espécie Guignardia citricarpa). Constatou-se que
alguns isolados das espécies de P. spinarum e G. citricarpa apresentam RNA
dupla fita (RNAdf) e os possiveis efeitos destes elementos na viruléncia ou outras
alteracbes fenotipicas dos seus hospedeiros ainda sdo desconhecidos. Para
entender estes efeitos, é necesséaria a obtencdo de linhagens isogénicas, a
mesma linhagem com e sem o RNAdf, pela cura destas particulas virais. Para isto,
foram feitos experimentos de cura com linhagens das duas espécies infectadas
com RNAdf envolvendo repiques sucessivos de pontas de hifas de colonias em
tratamento com ciclohexamida e/ou temperatura moderadamente elevada (37°C).
Constatou-se que as concentracdes de ciclohexamida utilizadas que variaram de
100 pg/mL até 0,5 pg/mL inibiram o crescimento total dos fungos das duas
espécies, enquanto que o tratamento a 37°C por duas geracoes foi capaz de gerar
alteracbes fenotipicas nas colbnias de duas linhagens de P. spinarum, que
levaram a formacdo de setores. Estes foram isolados e, ap0s extracdo de acidos
nucléicos totais, foi confirmada a eliminagdo do RNAdf. Linhagens de G. citricarpa
também foram submetidas a este tratamento e em uma colénia também houve
alteracbes na morfologia, com a formacdo de setores. A confirmacdo da cura
desta linhagem ainda esta em andamento. Andlises de RAPD (“Random Amplified
Polymorphic DNA”) foram feitas para comprovar a isogenia entre 0s setores
formados (linhagens curadas) em P. spinarum e a linhagem original, com o RNAdf.
Com os oligonucleotideos iniciadores utilizados, ndo foi possivel confirmar a
isogenia das linhagens e seus setores curados, pois estas apresentaram padroes
de bandas semelhantes, mas nao idénticos, conforme o esperado em caso de
isogenia. Novas extragdes de acidos nucléicos totais das linhagens originais e das
curadas estdo sendo feitas para serem utilizados nas proximas investigacbes do
perfil de bandas por RAPD. Considerando que o0s setores curados tenham
realmente uma mesma identidade biol6gica com a linhagem original, uma possivel
explicacdo para o observado é que eles, além de perderem RNAdf, também
perderam outros elementos genéticos (mini-cromossomos) levando a um padrao
de bandas diferente da linhagem com o RNAdf. Na literatura, estes elementos séo
descritos como ndo essenciais para a sobrevivéncia do fungo e sdo comuns em
fungos fitopatogénicos, pois carregam genes responsaveis pelo processo de
colonizacéo das plantas.
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1. INTRODUCAO

Todos os organismos estao interligados, numa conexao pouco ou muito
intensa, dependendo do habitat e nicho ecologico que é especifico a cada um
deles. A interacdo entre os organismos € classificada de diferentes formas,
dependendo principalmente se ha prejuizo, beneficio ou relagdo neutra entre
eles. Fungos estédo diretamente relacionados com espécies vegetais, podendo
ser endofiticos ou fitopatogénicos, conforme seus efeitos na planta hospedeira.

No primeiro caso, o fungo vive assintomaticamente nos tecidos da planta
por todo ou parte do seu ciclo de vida. Os fungos endofiticos sdo geralmente
intercelulares e podem ser identificados por exame microscépico do tecido ou
por isolamento em meios de cultura. Ja os fungos fitopatogénicos sdo aqueles
gue causam algum dano a planta hospedeira. Sao identificados pela presenca
de sintomas da doenca que causam ou, em casos onde ainda ndo ha sintomas
aparentes, pelos mesmos métodos usados para fungos endofiticos.

O género Guignardia comumente é encontrado como causador de
doencas vegetais. A espécie G. citricarpa é responsavel pela Mancha Preta
dos Citros (MPC), uma doenga importante no Brasil. A MPC vem causando
prejuizo na exportacdo de frutas citricas para o mercado internacional e
também no mercado interno, pois as laranjas apresentam lesdes escuras em
suas cascas que ndo sao atrativas para os consumidores. No entanto, o fungo
nao libera nenhuma toxina conhecida e ndo ha maleficios em se ingerir a fruta
ou o suco da fruta. Este mesmo género ja foi isolado de plantas
aparentemente saudaveis e assintomaticas. O género Phyllosticta geralmente
corresponde a fase anamoérfica de Guignardia, por ndo apresentar ciclo sexual.

A presenca de RNA dupla fita (RNAdf) e particulas virais em fungos
pode estar associada a diversas alteracdes fenotipicas nos hospedeiros.
Muitos autores observaram altera¢des na viruléncia de fungos fitopatogénicos,
geralmente hipoviruléncia em algumas espécies. O mesmo pode ocorrer com
G. citricarpa, que pode ter sua patogenicidade modificada pela presenca de
RNAdf. Para a compreensdo da real influéncia destes elementos nestas
espécies, é necessario obter linhagens livres de RNA dupla fita (linhagens
isogénicas) e assim comparar estas linhagens quanto as possiveis alteractes

morfolégicas e também quanto a capacidade de colonizacdo de seus
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hospedeiros, e até mesmo alteragbes na patogenicidade da espécie G.

citricarpa, responsavel pela MPC.

10



11

2. OBJETIVOS

* Investigar e confirmar a presenca de RNA dupla fita em diferentes
isolados de G. citricarpa e P. spinarum

» Caracterizar os RNAdf por meio de eletroforese em gel de agarose

« Desenvolver um protocolo de cura para as linhagens com RNAdf

e Certificar a isogenia de linhagens curadas e infectadas com RNAdf por
meio de marcadores moleculares do tipo RAPD

» Auvaliar possiveis consequéncias fenotipicas relacionadas a presenca e

auséncia do RNAdf.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 FUNGOS ENDOFITICOS E FITOPATOGENICOS

Microrganismos capazes de colonizar tecidos internos de um vegetal
foram denominados de endofiticos pela primeira vez por De Bary em 1866
(STONE, 1988). PETRINI (1991) propds que a definicdo fosse expandida para
incluir todos os organismos que fossem capazes de colonizar os tecidos
internos dos vegetais, sem causar dano aparente.

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

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

ARAUJO et al. (2001) relacionaram a freqiiéncia de varias espécies de
bactérias e fungos endofiticos isolados de citros, e por meio de dados obtidos
in vitro, apresentaram modos de interacdo destas bactérias com o fungo
Guignardia citricarpa.

A utilizacdo de plantas transgénicas tem gerado debates no mundo
inteiro a respeito dos riscos destas para o meio ambiente e também para o ser
humano. AZEVEDO e ARAUJO (2003), em extensa revisdo sobre o tema,
demonstram que parece ocorrer pouca ou nenhuma consequéncia para 0s
microrganismos endofiticos o fato de estarem presentes em uma planta
transgénica. Os autores apresentam dados que mostram pequenas alteracdes
na populacao de enddfitos de Citrus sinensis previamente inoculado com uma
bactéria geneticamente modificada.

Os modelos de interacao fungo endofitico e planta certamente ainda néo

sao totalmente conhecidos, mas varios fatores envolvidos na colonizacdo da
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planta devem ser comuns as linhagens fitopatogénicas. O sucesso da
penetracdo na planta hospedeira pela maioria dos fungos, patogénicos ou néo,
depende da diferenciagdo do micélio em estruturas especializadas,
denominadas de apressorios (KUBO et al.,, 1996). Algumas espécies de
Colletotrichum, Magnaporthe e Phyllosticta produzem apressorio complexo e
fortemente pigmentado com melanina (SHAW; KUO; HOCH, 1998). Este
pigmento media a formacao de uma pressao hidrostética essencial para a acédo
mecanica do apressorio (HOWARD; FERRARI, 1989; BOURETT; HOWARD,
1990). O tratamento de conidios com inibidores de sintese de melanina como
Triciclazol e Piroquilon, resulta na producéo de apressorios ndo pigmentados e
nao funcionais, acarretando a incapacidade do fungo penetrar na planta
(WOLOSHUK; SISLER, 1982; BELL; WHEELER, 1986; DEAN, 1997).

Diferentes estratégias estdo sendo utilizadas para identificar a rota de
infeccdo de fungos fitopatogénicos. MAOR et al. (1998) desenvolveram um
protocolo de transformacdo para o fungo Cochliobolus heterostrophus,
patogénico de milho, utilizando como marcador o gene GFP (“Green
Fluorescent Protein”). Os autores utilizaram uma linhagem de C.
heterostrophus transformada para infectar uma planta sadia e acompanhar o
desenvolvimento da infecgcdo. SOLOMON, TAN e OLIVER (2003), em recente
revisdo sobre o tema, ressaltaram que 0 sucesso nas etapas de infeccao e
colonizacdo por fungos fitopatogénicos depende das habilidades do fungo em
utilizar as fontes de nutrientes disponiveis na planta, penetrar nesta planta e
também evitar os mecanismos de defesa da planta.

BLANCO (1999) identificou, em G. citricarpa, um marcador molecular do
tipo RAPD exclusivo de linhagens patogénicas de citros, o qual foi clonado e
sequenciado. Esta sequéncia aparentemente ndao € codificadora e, a partir
dela, foi desenhado um par de oligonucleotideos iniciadores para amplificar
esta sequéncia por PCR. Desta forma, linhagens de G. citricarpa podem ser
identificadas e com a utilizacdo destes oligonucleotideos iniciadores existe a
possibilidade de um diagndstico rapido de plantas infectadas com linhagens
patogénicas deste fungo, mesmo antes do aparecimento das lesdes que
caracterizam a doenca. Outra consideragdo importante da autora a respeito da
diferenciacdo de linhagens endofiticas (ndo patogénicas) e linhagens

patogénicas de Guignardia spp é baseada em agrupamentos obtidos a partir de
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dados gerados por RAPD. O fato de linhagens endofiticas isoladas de citros
agruparem juntamente com linhagens patogénicas de goiabeira (G. psidii)
levou a sugestdo de que estes endofiticos ndo sédo patdégenos latentes do
hospedeiro de onde foram isolados e sim patdégenos de outras espécies

vegetais, incapazes de causar doencgas em plantas citricas.

3.2 OS GENEROS Guignardia E Phyllosticta

O género Guignardia, descrito em 1892 por Viala e Ravaz, compreende
as formas teleomorfas de espécies de Phyllosticta e de alguns outros géneros
relacionados de fungos mitosporicos geralmente saprofitos ou semiparasitas de
folhas.

Diversos autores isolaram espécies de Phyllosticta de plantas
aparentemente sadias, descrevendo-as como endofiticas (CARROLL;
CARROLL, 1978; PETRINI, 1986; LEUCHTMANN et al., 1992; GLIENKE,
1995; PENNA, 2000). No entanto existe um grande numero de relatos citando
este género como fitopatogénico de diversas culturas com grande importancia
econdbmica como arroz (SUGHA; SINGH; SHARMA, 1986), cana-de-agucar
(PONS, 1990), tabaco (PATEL; PATEL; TILVA, 1988), eucalipto (CROUS et al.,
1993) e também frutiferas como abacate e tomate (BAKER, 1938), manga e
mamao (McMILLAN JR., 1986), uva (IBRAHIM; BAYCA, 1989), e
principalmente em citros (McONIE, 1964a, 1964b; HERBERT; GRECH, 1985;
JOHNSTON; FULLERTON, 1988).

A separacao de espécies em Phyllosticta € baseada principalmente no
hospedeiro de onde € isolado e, menor importancia € dada a caracteristicas
como sintomatologia e estruturas morfolodgicas (picnidio, conidio e micélio)
(VAN DER AA, 1973). Com o avanco das técnicas de biologia molecular, vem
sendo possivel tracar um perfil mais preciso na caracterizacdo destas espécies
e varias classificacdes estdo sendo revistas.

OKANE, NAKAGIRI e ITO (2001) isolaram fungos do género Guignardia
(anamorfo: Phyllosticta) de folhas sadias de plantas da familia Ericaceae.
Morfologicamente, o anamorfo Phyllosticta, apresentou-se muito semelhante a
espécie P. capitalensis P. Henn., conhecido como patogénico de orquideas.

Dados de sequienciamento de regides ITS1 e ITS2 (“internal trancribed spacer

14
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regions of ribosomal DNA”), incluindo 5,8S rDNA, demonstraram a identidade
dos isolados com P. capitalensis. Com estes resultados, os autores
descreveram o endofitico ascomiceto como a nova espécie Guignardia
endophyllicola, cujo anamorfo correspondente €é Phyllosticta capitalensis.
Previamente descrito apenas como patdégeno de orquideas, este fungo foi
comprovadamente identificado como endofitico de plantas da familia
Ericaceae. Também PANDEY, REDDY e SURYANARAYANAN (2003)
caracterizaram linhagens de Phyllosticta isoladas de folhas de &rvores tropicais
por meio de analise de ITS-RFLP e sequenciamento de regibes ITS e
identificaram estes isolados como P. capitalensis. Desta forma, comprovaram
gue este fungo, apesar de inicialmente descrito como patégeno de orquideas,
pode ser encontrado como endofitico de varias espécies vegetais.

Em recente trabalho, BAAYEN et al. (2002), compararam dezenas de
linhagens patogénicas e endofiticas de Guignardia spp, Phyllosticta spp e G.
citricarpa isoladas de diferentes espécies vegetais de diversas regides da Asia,
Africa, Australia e América. Foram utilizados dados morfologicos e também
moleculares (sequéncias ITS e AFLP). Os dados morfologicos obtidos estdo de
acordo com os descritos por McONIE (1964a), em que linhagens patogénicas
apresentam crescimento lento em comparacado com linhagens endofiticas, que
apresentam crescimento mais rapido e facil producao de peritécio e ascoésporos
em meio de cultura. Com os dados moleculares foi possivel agrupar os
isolados estudados em quatro grupos. Os grupos | e Il foram os mais
numerosos, sendo que no grupo | ficaram os isolados (38 no total) de les&o de
citros (mancha preta), com crescimento mais lento e que foram entéo,
identificados como G. citricarpa. No grupo Il (43 isolados), os dados
moleculares apontaram para uma grande identidade destes isolados com o
fungo G. mangiferae, sendo que estes isolados eram provenientes de citros e
também de outras plantas assintomaticas ou com sintomas bem discretos
(pequenas manchas). Com base nestes dados, estes isolados foram
classificados como Guignardia mangiferae. Os grupos lll e IV apresentaram
apenas um isolado cada e os dados moleculares apontaram para as espécies
Phyllosticta telopeae e P. spinarum, respectivamente. Estes resultados tém
uma grande importancia econémica, pois a Unido Européia apresenta leis

fitossanitarias especificas para fungos quarenternarios como G. citricarpa. A
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classificagcdo de linhagens endofiticas como nao-patogénicas, mesmo que
isoladas de citros, € uma informacédo bastante relevante para exportacdes dos
frutos, ja que estes fungos ndo seriam enquadrados como fitopatdbgenos de

citros.

3.3 MANCHA PRETA DO CITROS

A citricultura brasileira, em 2006, foi responsavel pela exportacdo de 2
bilhbes de ddélares e alcangou um dominio de 81% de todo o mercado
internacional de suco de laranja. Apesar da grande importancia econémica e
social que representa a citricultura para o pais, este setor ressente-se de varios
problemas de natureza fitossanitaria e vem sofrendo com o avanc¢o de pragas
naturais. Desde 1990, a area plantada caiu 21% (SALOMAO, 2007). Um grave
problema que ajuda a aumentar o prejuizo decorre da Mancha Preta do Citros,
uma doencga que causa danos nos produtos e exportacdes brasileiras.

O primeiro relato da doenca foi descrito em 1895 na Australia,
ocasionando elevadas perdas na producao e pos-colheita. Por volta da década
de 30, a enfermidade foi encontrada na regido litoranea da provincia de
Transvaal, tornando impréprios para a exportacdo mais de 90% dos frutos de
pomares nao protegidos (ROBBS, 1990). Hoje a MPC apresenta uma ampla
distribuicdio geogréfica, registrada na Africa, Asia, Oceania, América Central,
América do Sul e Antilhas (ROBBS; BITTENCOURT, 1995).

No Brasil, o primeiro relato da doenca ocorreu em 1940, em frutos
coletados em Piracicaba, Sdo Paulo. Em 1980 a doenca ressurgiu no Rio de
Janeiro, afetando Mexerica do Rio (ROBBS; PIMENTEL; RIBEIRO, 1980). No
inicio da década de 90 a MPC foi identificada atingindo o municipio de Conchal,
uma importante regido citricola do Estado de Sdo Paulo (GOES;
FEICHTENBERGER, 1993). A evolucdo e a distribuicdo geografica da MPC
ocorreram de forma muito rapida, e encontra-se, de forma endémica, em mais
de quarenta municipios produtores do Estado de Sdo Paulo (BALDASSARI et
al., 2001).

As medidas de controle incluem, basicamente, a erradicacao de plantas
e frutos afetados, a protecdo de pomares sadios e a exclusdo da doenca.

Quanto as medidas de erradicacéo, sugere-se a eliminacao dos frutos afetados
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antes do inicio da florada, suprimindo a principal fonte de inéculo representada
pelos picnidios.

O controle quimico com fungicidas, além de antieconbmico, ndo exerce
um controle adequado da doenca. Porém, € necessario fazer uso de fungicidas
qguando a doenca ataca de forma severa e quando a producdo destina-se ao
consumo da fruta fresca. O principal problema da utilizagdo sucessiva destes
produtos € a selecgdo de linhagens resistentes, conforme observado na Africa
do Sul (HERBERT; GRECH, 1985).

As lesbes causadas pela MPC restringem-se praticamente a casca dos
frutos, prejudicando a aparéncia e inviabilizando a sua comercializagédo. Graves
prejuizos também ocorrem em razao da queda prematura dos frutos, o que
pode atingir 80% da producdo. Devido a possibilidade de contaminacao
microbioldgica, estes frutos caidos séo rejeitados pela industria, aumentando

significativamente os prejuizos.

3.4 RNA DUPLA FITA

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

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

Em recente revisdo, MERTENS (2004) relatou cinco familias de virus de
RNAdf que vém sendo identificadas infectando fungos. Séo elas:

- Hypoviridae: genoma de um segmento, com vesiculas de 50 a 80 nm que néo
possuem capsidio protéico;
- Totiviridae: genoma de um segmento e com capsidio icosaédrico de 30 a 40

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

(estas trés familias sao exclusivas de fungos)

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

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

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

A identificacdo dos RNAdf é relativamente simples. Deve ser utilizado
um protocolo de extracdo de acidos nucléicos e posterior visualizacdo destes
acidos nucléicos em gel de agarose. A confirmacdo da natureza das bandas
extras, quando encontradas, é feita por meio de tratamentos com DNAse e
RNAse. Alguns fungos como o Uncinula necator, fitopatogénico e biotrofico
obrigatério, exigem adaptacfes no protocolo convencional conforme descrito
por DELYE e CORIO-COSTET (1998).
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Pesquisas indicam que essas particulas virais estdo presentes em,
aproximadamente, 30% de todas as espécies de fungos (BUCK, 1986).

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

Comparando linhagens de Chalara elegans que continham RNAdf
guanto ao crescimento, patogenicidade e sobrevivéncia no solo, PUNJA (1994)
verificou que a presenca de multiplos elementos de RNAdf no fungo estava
associada com um aumento na esporulacdo, alteracdo da morfologia da
colonia, reducdo no crescimento e na patogenicidade. Resultados semelhantes
foram obtidos por HOWITT et al. (1995), em Botrytis cinerea. Estes autores
compararam varias linhagens contendo RNAdf com linhagens livres destes
elementos e encontraram uma diferenca na taxa de crescimento e viruléncia,
sendo menores para o0 grupo contendo RNAdf. CASTRO et al. (1999)
observaram neste mesmo fungo que células infectadas com virus
apresentaram um importante grau de degeneracao celular em seu citoplasma,
inclusive com o desaparecimento de organelas.

DALZOTO et al. (2006) obtiveram resultados interessantes com o
entomopatdégeno Beauveria bassiana. Em bioensaio contra o percevejo marrom
da soja, Euschistus heros, uma linhagem de B. bassiana com RNAdf foi menos
virulenta que a isogénica, o que evidencia o carater de hipoviruléncia do RNAdf
neste fungo. No entanto, em geral, para fungos entomopatogénicos, o RNAdf
leva a hiperviruléncia.

CHU et al. (2002) observaram a presenca de RNAdf em linhagens de
Fusarium graminearum e analisaram com mais detalhes uma destas linhagens,
verificando mudancas morfolégicas como reducéo do crescimento, aumento da
pigmentacado, reducdo da viruléncia para trigo e decréscimo na produgdo de
toxinas. Além disso, o RNAdf foi transmitido para uma linhagem livre deste
elemento por fusdo de hifas e a linhagem receptora adquiriu o fenétipo da

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

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

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

Resultados mais favoraveis com a utilizagdo de virus no controle

biologico de fungos fitopatogénicos vém sendo obtidos com os virus de
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hipoviruléncia de Cryphonectria parasitica, pelo cancro em castanheiras. Na
Europa, esta doenca vem sendo controlada pela disseminacédo de linhagens
hipovirulentas (com virus) e atualmente, lesdes de cancro curadas estdo sendo
encontradas e investigadas. Em todas € confirmada a presenca do RNA dupla
fita do hipovirus (ROBIN; HEINIGER, 2001). Recentemente, HOEGGER et al.
(2003) comprovaram a disseminagdo dos virus presentes nas linhagens
infectadas em cancros previamente tratados com o fungo infectado com o virus
e também em novas lesbes da doenca, que nao tinham sido tratadas
anteriormente.

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

Recentemente foi relatada a existéncia de RNAdf e particulas
semelhantes a virus (VLPs — “Virus-like particles”) em G. citricarpa, G.
mangiferae e P. spinarum (KAVA-CORDEIRO et al., 2007), porém sem a
obtencdo de linhagens curadas, a possivel influéncia destes elementos em
seus hospedeiros ainda € incerta.

Embora haja um grande namero de relatos sobre RNAs dupla fita em
fungos, o significado biologico dessas micoviroses, incluindo sua influéncia na
patogenicidade e/ou influéncia no fenétipo do hospedeiro, ainda € incerto para
a maioria dos casos. Consequentemente, estas infec¢cdes tém gerado grande
interesse e tém se tornado alvo de extensas pesquisas, especialmente em
fitopatdgenos em que ha um grande potencial na utilizacdo de RNAs dupla fita
como agentes de controle bioldgico, utilizando a hipoviruléncia que estes virus

podem conferir a estes fungos.

3.5 CURA DO RNA DUPLA FITA EM FUNGOS
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Varias técnicas vém sendo utilizadas para obter a cura do RNA dupla fita
em fungos patogénicos de plantas ou animais.

FULBRIGHT (1984) utilizou ciclohexamida para tentar curar o fungo
Endothia parasitica, patogénico de castanheiras, e obteve a cura da linhagem
GHU4, que determinou aumento na viruléncia e recuperacdo da morfologia
tipica da colonia. Segundo STRYER (1988), a ciclohexamida inibe a sintese de
proteinas, pois inibe a atividade da peptidil-transferase da subunidade 60S do
ribossomo e inibe a sintese de RNA, como foi visto na cura de outras espécies
(BOTTACIN et al. 1994).

Ja ROBINSON e DEACON (2001) néo obtiveram sucesso nha cura total
do RNAdf do fungo fitopatogénico Rhizoctonia solani (AG3) utilizando
ciclohexamida com incubacdo prolongada de 8 semanas, hem com a técnica
de subculturas de pontas de hifas.

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

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

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

ELIAS e COTTY (1996) tiveram resultados variaveis para trés técnicas
de cura de RNAdf utilizadas em Aspergillus sect. flavi. Com ciclohexamida a
cura ocorreu em 40% dos isolados com RNAdf. Usando a técnica de coldnia
monosporica sequencial, a frequéncia de cura variou de 11 a 100% e com a

técnica de clorato para selecdo de mutantes para o metabolismo de nitrogénio,
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a frequéncia de cura variou de 0 a 100%. Os autores ainda verificaram que a
presenca e/ou auséncia de RNAdf ndo est4d associada a produgdo de
aflatoxina.

DIAPENINGEN, DEBETS e HOEKSTRA (2007) isolou uma linhagem
selvagem de Aspergillus niger com RNAdf que formou setores sem conidios e
com taxa de crescimento reduzida. Observou-se que esse fendtipo anormal
possui titulagdo de micovirus elevada quando comparada com o micélio
adjacente da colbnia, devido a intensidade das bandas de RNAdf. Esta foi a
Gnica linhagem que foi curada através de isolamento sequiencial de ponta de
hifa de um total de 10 linhagens.

ROMO et al. (2006), identificou um virus de RNAdf que infecta o
endofitico Epichloe festucae como pertencente a familia Totiviridae. As
tentativas feitas para curar linhagens infectadas por calor falharam, e o que se
observou € que em temperaturas elevadas, a concentracdo do virus aumenta
nesta espécie. Segundo a autora, este fato sugere a destruicdo de mecanismos

mantenedores da homeostase nas células.

3.6 MARCADORES MOLECULARES

Véarias técnicas tém sido empregadas para analise da variabilidade
genética em microrganismos. No inicio da década de 90, dois grupos
independentes, WILLIAMS et al. (1990), e McCLELLAND e WELSH (1990)
descreveram a técnica que ficou conhecida como RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA). E baseada na amplificacdo de segmentos ndo especificos
do DNA gendmico utilizando o principio da PCR (SAIKI et al., 1985). A
diferenca entre a PCR e 0 RAPD esta na reagdo de amplificacdo, que utiliza
apenas um unico primer com uma sequéncia arbitraria de 10 a 15 bases. A
amplificagdo somente ocorre se este primer arbitrario for complementar a um
sitio em uma das fitas de DNA, e complementar a um mesmo sitio (com
orientacao invertida) na outra fita. O resultado da ampflificacdo € um fingerprint
do genoma em estudo (McCLELLAND; WELSH, 1990).

A técnica de RAPD permite caracterizar e avaliar o grau de similaridade
genética entre genotipos aos niveis inter e intraespecifico. A técnica é

altamente sensivel as diferencas de até um Unico nucleotideo entre o primer e
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o DNA molde. Outras vantagens desta técnica sdo a rapidez e o néo
envolvimento de hibridagdo ou radioatividade. A reagcédo requer uma pequena
guantidade de DNA que nado precisa ser necessariamente de alta qualidade
(MANULIS et al., 1993).

As principais aplicacdes do RAPD sdo o mapeamento e classificacédo de
linhagens de uma espécie, caracterizacdo molecular de populagdes e espécies,
identificacdo de variedades patogénicas, identificacdo de marcadores ligados a
genes de interesse, estudos de genética de populacdes e epidemiologia, e
obtencao de novos marcadores para diagnostico via PCR (FUNGARO; VIEIRA,
1998 e FUNGARO, 2000).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 LINHAGENS UTILIZADAS

As linhagens utilizadas foram dos fungos Guignardia citricarpa (PC3C,
PCIAC 19/02, PC7LB6, PC7LD6, PC7LE10) e Phyllosticta spinarum (ECPR3,
ECPR5, ECPR6, ECPR8 e ECPR10) apresentados na Tabela 1 e pertencentes
a colecdo de microrganismos do LabGeM (Laboratorio de Genética de

Microrganismos da UFPR).

TABELA 1 - HOSPEDEIRO, ANO E LOCAL DE ISOLAMENTO DAS
LINHAGENS UTILIZADAS

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

G. citricarpa PCIAC 19/02 Citrus sp (lim&o Eureka) 2002 Cordeir6polis/SP
G. citricarpa PC7LB6 Citrus sp 1996 Mogi-Guaci/SP
G. citricarpa PC7LD6 Citrus sp 1996 Mogi-Guagi/SP
G. citricarpa PC7LE10 Citrus sp 1996 Mogi-Guagi/SP
P. spinarum ECPR3 Citrus limon 1997 Rio Negro/PR
P. spinarum ECPR5 Citrus limon 1997 Rio Negro/PR
P. spinarum ECPR6* Citrus limon 1997 Rio Negro/PR
P. spinarum ECPRS Citrus limon 1997 Rio Negro/PR
P. spinarum ECPR10 Citrus limon 1997 Rio Negro/PR

Nota: ECPR6* Ginica linhagem sem RNAdf investigada
Fonte: O Autor

As linhagens foram cultivadas e mantidas em meio de cultura completo
(MC) (item 4.2.1), pH 5,8, a 28°C, condi¢des estas ideais para o crescimento

das mesmas.

4.2 MEIOS DE CULTURA E SOLUCOES

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

NaNO; 6,09
KH,PO,4 1549
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MgS0O,.7H,0 05 g

KCI 0549
FeSO, 0,01¢
ZnS0O, 0,01g
Glicose 10,0¢g
Extrato de levedura 2049
Peptona 20g
Caseina hidrolizada 159
Solucéo de vitaminas 1,0 mL
Agua destilada p/ 1.000 mL

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

temperatura ambiente.

4.2.2. Solucédo de Vitaminas

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

A solucdo foi aquecida em banho-maria a 98T por 15 minutos e

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

4.2.3 Clorofane

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

4.2.4 Clorofil

Cloroférmio 24 volumes
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Alcool Isoamilico 1 volume

4.2.5 Fenol

Os cristais de estoque de fenol sdo derretidos em banho-maria a 60°C até
obtencdo de uma fase liquida. Um volume € entéo transferido para um becker e a
ele é adicionado 0,1% de 8-hidroxiquinolina que tornard a solucdo amarela e
evitara a oxidacdo da mesma. Em seguida sdo realizados varios banhos com
Tris-HCI pH 8,0, em que o volume utilizado deve ser o mesmo do Fenol. O
primeiro banho é realizado com Tris-HCI 0,5 M e os outros com Tris-HCI 0,2 M.
Ao final de cada lavagem deve se medir o pH do fenol com uma fita indicadora.
Quando estiver superior a 7,6, € considerado equilibrado, e deve ser conservado

a uma temperatura de 4°C por 48 horas antes do uso.

4.2.6 Solucéo de Brometo de Etidio

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

solucéo foi mantida em temperatura ambiente.

4.2.7 Solucéo de Ciclohexamida (20 mg/mL)

Ciclohexamida 0,619
Acetona 0,5mL
H,O MilliQ 30mL

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

convenientemente.

4.2.8 Solucéo Salina

NaCl 0,85% (p/v) em H,O destilada.
A solucéo foi autoclavada e mantida a 4.

27



28

4.2.9 Tampao de corrida (“gel loading buffer”)

Sacarose 38%
Azul de bromofenol 1%
EDTA 67 mM

4.2.10 Tampéo de Extracédo de DNA (RAEDER; BRODA, 1985)

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

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

4.2.11 Tampéo TE

Tris-HCI pH 8,0 10 mM
EDTA pH 8,0 1mM

4.2.12 Solucédo EDTA 0,5 M pH 8,0 (estoque)

O pH desta solucgéo foi ajustado para 8,0 com pastilhas de NaOH 10 mol/L.
A solucéo foi autoclavada e mantida a 4.

4.2.13 Tampao TBE 5x (solucao estoque)

Tris-base 549

Acido Borico 2759
EDTA0,5MpH 8,0 20 mL

H,O destilada p/ 1000 mL

A solucdo foi autoclavada e mantida em temperatura ambiente. No

momento do uso, foi diluida convenientemente em agua destilada.
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4.2.14 Solucéo Tris-HCIl 1 M pH 8,0 (estoque)

O pH desta solucgéo foi ajustado para 8,0 com HCI 5 mol/L. A solugé&o foi
autoclavada e mantida a 4TC. Ocasionalmente o pH foi ajustado para outros

valores.

4.3 PROTOCOLOS

4.3.1 Esterilizacao

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

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

4.3.2 Extracdo de Acidos Nucléicos

Para a extracdo de acidos nucléicos totais das linhagens estudadas, foi
utiizado o protocolo de RAEDER; BRODA (1985), modificado por GLIENKE
(1995).

Foi feito repique de cada linhagem em 3 placas contendo Meio Completo,
em 9 pontos diferentes da placa. Este material foi incubado em estufa a 28 °Cpor
um periodo de 5 a 6 dias, dependendo do crescimento das colbnias.

Apbs este periodo, os micélios foram raspados das placas utilizando
espatulas esterilizadas, vedados com filme de parafina em recipientes de vidros e
mantidos em freezer, a uma temperatura inferior a 4°C até serem liofilizados.

Posteriormente a esta etapa, o material foi armazenado novamente em
freezer até sua utilizacdo.

O inicio da extracdo de acidos nucléicos totais se da pela adicdo de
nitrogénio liquido aos micélios, que sao triturados em gral com um pistilo até se
formar um po fino. Este pd € entéo transferido para 4 tubos eppendorf (40 — 60
mg/tubo) e entdo é adicionado um volume de tampdo de extracdo (4.2.10),
preparado no momento do uso e aquecido a 60°C.
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Os tubos eppendorf sdo homogeneizados em vortex até a obtencao de
uma solu¢do homogénea e mantidos em banho-maria a 60°C, sem submersao
por 20 — 30 minutos. Apds esse periodo 0s passos seguintes do protocolo devem
ser realizados em capela devido a toxicidade dos reagentes.

Adiciona-se um volume de fenol equilibrado pH 8,0 a cada um dos tubos,
gue devem ser centrifugados por 15 minutos a 5000 rpm. Em seguida, a fase
sobrenadante é coletada e transferida para outros tubos, aos quais adiciona—se
clorofane. Eles entdo sdo centrifugados nas mesmas condi¢cdes. Repete-se 0
procedimento com adicao de clorofil e centrifugacdo também por 15 minutos a
5000 rpm. A fase sobrenadante é transferida para tubos novos e se adiciona um
volume de 60% de isopropanol a ela.

Estes tubos sdo mantidos a -20 °C por no minimo 1 hora, para haver
precipitacdo dos acidos nucléicos. Os tubos séo centrifugados novamente por 20
minutos a 12000 rpm e o sobrenadante € descartado. O precipitado é lavado com
etanol 70% (1 mL por tubo) e centrifugado por 5 minutos a 12000 rpm.

O etanol é entdo descartado e os tubos sé@o deixados abertos a 37°C por 1
hora ou durante a noite em temperatura ambiente, para secagem. Os acidos
nucléicos sao ressuspendidos em TE ou agua Milli-Q esterilizada, dependendo

do uso.

4.3.3 Eletroforese

A eletroforese foi conduzida em gel de agarose 1% ou 1,5%, dependendo
da finalidade da corrida, banhado por tampéao TBE 1x (4.2.13) a 4 V/cm. O DNA
de fago A clivado com a enzima Hindlll foi utilizado como marcador padrédo de

peso molecular.

4.3.4 Cura do RNAdf

Eventualmente ao MC foi adicionada ciclohexamida, um inibidor da
sintese protéica (RNA). Apos a fusdo do meio, quando este estava com uma
temperatura entre 45 e 50°C, adicionou-se ciclohexamida em concentragoes
variadas (100, 50, 15, 10, 5, 1 e <1 pg/mL). Logo depois, o MC foi

homogeneizado para depois ser vertido em placas de Petri que foram
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inoculadas com linhagens de P. spinarum e G. citricarpa com RNAdf e
incubadas em estufa a 28°C e 37°C.

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

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

4.3.4 RAPD

1pL do DNA extraido (item 4.3.2) foi diluido na proporcéo de 1:100 uL de
H,O Milli-Q. As reacOes de RAPD foram preparadas em tubos novos
esterilizados de 0,2 mL. Para cada primer utilizado foi feito um “mix” contendo 3
mM de MQgCl,, tampdo PCR 1x, 0,2mM de cada dNTP, 1,5 U de Taq
polimerase (0,3uL) em um volume final de 25uL.

A amplificagéo foi realizada em um termociclador Eppendorf (Modelo:
Mastercycler gradient) de acordo com as seguintes etapas: desnaturacgao inicial
a 95°C por 4 minutos, 40 ciclos de 1 minuto a 92°C, 1,5 minuto a 37°C, 2
minutos a 72°C e extenséo final de 3 minutos a 72°C.

Os oligonucleotideos utilizados foram da Operon Technologies:

OPX11 5 GGAGCCTCAG 3

OPX14 5" ACAGGTGCTG 3’

4.3.5 DENDOGRAMA
A partir do padrdo de bandas obtido foi criada uma matriz de
similaridade usando o coeficiente de similaridade de Nei (1972) e agrupando as

unidades através do método UPGMA (“Unweighted Pair-Group Method with
Arithmetical Average”) para construgdo do dendrograma (Figura 7) com o
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auxilio do programa TFPGA (“Tools for Population Genetic Analyses”) obtido a

partir do sitio http://bioweb.usu.edu/mpmbio/.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagao do RNAdf

Foram investigadas cinco linhagens de P. spinarum e cinco linhagens de
G. citricarpa.quanto a presenca de RNAdf. Confirmando resultados obtidos
anteriormente (KAVA-CORDEIRO et al., 2007), ficou evidenciado que apenas
uma linhagem de P. spinarum (ECPR6) ndo apresentou bandas de RNAdf e o
namero de bandas presentes nas outras linhagens variou de 2 a 4 (Figura 1A).
Também foi confirmada a presenca de apenas uma banda de RNAdf nas

linhagens de G. citricarpa investigadas (Figura 1B).

FIGURA 1 — ACIDOS NUCLEICOS TOTAIS DE LINHAGENS DE P. spinarum
(A) E G. citricarpa (B)

M .Fl%}ﬁqﬁo
-

2322pb B
2027pb

564pb

2322ph

2027pb

A B

Notas: M: marcador de peso molecular DNA de fago A Hindlll. A: Linhagens de P. spinarum:
ECPR3, ECPR5, ECPR6, ECPR8 e ECPR10. B: Linhagens de G. citricarpa: PC7LE10, PC3C,
PC7LD6, PC7LB6, PCIAC 19/02.
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5.2 Cura do RNAdf por ciclohexamida

Apés o tratamento com ciclohexamida, adicionada ao meio de cultura,
inicialmente em concentracdo de 100 pg/mL, nao foi evidenciado crescimento
de micélio nas placas de Petri. Usou-se esta concentracao por ter apresentado
resultados favoraveis em trabalhos utilizando outros fungos. Em trabalho
desenvolvido no mesmo laboratério, DALZOTO et al. (2006), usaram com
sucesso a concentracdo de 20 pg/mL para a cura de B. bassiana. Entdo a
concentracdo de ciclohexamida no meio de cultura foi reduzida gradativamente
para 50, 15, 10, 5, 1 e 0,5 pg/mL, mas nenhum dos pontos de repique com
micélio se desenvolveu e formou uma nova colbnia, tanto em crescimento a
28°C guanto em 37°C. A temperatura de 37°C esta acima da temperatura 6tima
de crescimento dos fungos, e foi utilizada para tentar obter a cura do RNAdf
com a acao conjunta da ciclohexamida. Este fato evidenciou a sensibilidade
destas espécies a este tratamento com ciclohexamida, independente da
temperatura.

DIAPENINGEN, DEBETS e HOEKSTRA, (2007), utilizaram
concentracbes de ciclohexamida que variaram de 0,01 mM a 0,1 mM.
HAMMAR, FULBRIGHT e ADAMS (1989), utilizaram concentracbes de 0,25
pg/mL a 50 pg/mL. MELZER e BIDOCHKA (1998), utilizaram concentracdo de
ciclohexamida de 0,2 g/L, enquanto que IKEDA et al., 2004, utilizaram de 0,1
ppm a 10 ppm. Isto sugere que protocolos de cura por ciclohexamida em
Guignardia e Phyllosticta devem ser revistos, usando concentracdes ainda
menores deste produto.

Com o auxilio de uma lupa, apos 60 dias de incubacédo, nas placas de
todas as linhagens, foram observados alguns pontos com um minimo
crescimento de micélio, que foi repicado para placas contendo MC e incubados
a 28°C. Entretanto, ndo houve crescimento micelial, provavelmente devido a

acéo da ciclohexamida.

5.3 Cura do RNAdf por temperatura moderadamente elevada

Devido ao resultado anterior, foi utilizada a técnica de crescimento em

temperatura moderadamente elevada na qual as colonias cresceram a 37°C.
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Houve crescimento micelial de P. spinarum apresentando alteracdes
morfolégicas (Figuras 2). Apo6s 20 dias de cultura, as colbnias atingiram

diametro reduzido.

FIGURA 2 — MORFOLOGIA DAS COLONIAS DE P. spinarum, APOS 20 DIAS
DE CRESCIMENTO A 37°C

ECPR3 ECPRS

ECPR6 ECPRS8

ECPR10

Fonte: o autor

Apéds duas geragdes de crescimento a 37°C por 20 dias, na 32 geragado
as placas foram novamente incubadas a 28°C e apenas houve crescimento das
linhagens ECPR3 e ECPR8. A linhagem ECPR8 apresentou-se bastante
instavel produzindo trés morfologias distintas, sendo classificadas como

35



36

ECPR8a, ECPR8b e ECPR8c (Figura 3). A linhagem ECPR3 também se
apresentou instavel, produzindo setores (Figura 4).

FIGURA 3 — MORFOLOGIA DA LINHAGEM ECPRS8 DE P. spinarum APOS

TRATAMENTO COM TEMPERATURA ELEVADA

= Y

FIGURA 4 — MORFOLOGIA DA LINHAGEM ECPR3 DE P. spinarum APOS
TRATAMENTO COM TEMPERATURA ELEVADA

Nota: setas indicam os setores formados.
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Os setores foram repicados e preparados para extracao de acidos
nucléicos totais. Na figura 5 comprovou-se a cura destas linhagens pois as
bandas correspondentes ao RNAdf das linhagens originais ndo sao
visualizadas nas col6nias descendentes dos setores isolados (ECPR3a e
ECPR8a, ECPR8b, ECPRS8C).

FIGURA 5 — ACIDOS NUCLEICOS DA LINHAGEM ECPR3 COM SETOR “a” E
E ECPR8 COM SETORES “a”, “b”" e “c”
3 3a 8 8a 8b B8c

1700pb
1500pb

300pb

564pb

Fonte : o autor
Notas: linhagens de P. spinarum: ECPR3, setor “a”, ECPR8, setores “a”,
“b” e “c”. Setas indicam bandas de RNAdJf.

Devido aos resultados promissores obtidos com as linhagens com
RNAdf de P. spinarum, o0s experimentos de cura com temperatura
moderadamente elevada com as linhagens de G. citricarpa ja estdo em

andamento.
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5.4 RAPD DAS LINHAGENS ORIGINAIS E CURADAS

Realizou-se uma reacdo de RAPD para comprovar que as linhagens que
foram curadas sédo derivadas das linhagens originais EPCR3 e ECPRS8, ou
seja, isogénicas.

Para tanto, foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores OPX11 e
OPX14 (Figura 6).

FIGURA 6 — RAPD DAS LINHAGENS DE P. spinarum
OPX11 OPX14

3 33 5 8aidh 8c M

e R G AT
1 — -

338 0 Gaghidc M

Fonte: o autor
Notas: ECPR3 (3), ECPR3a (3a) E ECPR8 (8), ECPR8a (8a), ECPR8b
(8b) e ECPRS8c (8c)

Com base no padrdo de bandas obtido, criou-se uma matriz de

similaridade para a construcéo do dendrograma.
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FIGURA 7 — DENDROGRAMA DAS LINHAGENS DE P. spinarum CURADAS
E COM RNAdf

8.000 6.000 4,000 2.000 0.000

Fonte : o autor
Notas: 1: ECPR3. 2: ECPR3 “a”. 3: ECPRS8. 4: ECPRS8 "a”. 5: ECPRS8 “b".
6: ECPR8"c".

Diferente do esperado, as linhagens curadas nao apresentaram 100%
de similaridade no padrdo de bandas obtido com os oligonucleotideos
iniciadores OPX11 e OPX14. DALZOTO et al. (2006) obtiveram padrdes
idénticos de RAPD em uma linhagem infectada e sua isogénica (curada) do
fungo entomopatogénico B. bassiana.

Neste trabalho observou-se que os padrbes de bandas da linhagem
ECPRS3 e do setor “a” sdo bem semelhantes, porém nao idénticos. No entanto,
a linhagem ECPRS8 apresentou um padrao de bandas muito diferente dos seus
setores “a@”, “b” e “c” sendo que estes, por sua vez, apresentaram 100% de
similaridade genética.

Uma hipotese levantada sobre esta diferenca € que, durante o processo
de cura, os setores formados tenham perdido “mini-cromossomos” que nao sao
necessarios para a sobrevivéncia do organismo. Estes “mini-cromossomos”
podem ter genes envolvidos na patogenicidade do fungo, como ja foi
observado por MASEL et al (1990) e podem ter sido responsaveis pela
alteracédo do padrao de bandas obtido.

Outra explicacdo plausivel é a ma amplificacdo do DNA de ECPRS8, uma

vez que obsrva-se auséncia de algumas bandas para esta linhagem (Figura 6).
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Novas extracbes de acidos nucléicos totais de todas as linhagens
utilizadas estédo sendo feitas para elucidar a real identidade destas linhagens e
um maior numero de oligonucleotideos iniciadores serdo utilizados.

A partir do momento que se comprove a isogenia destas linhagens (P.
spinarum) e de possiveis linhagens curadas de G. citricarpa, possiveis
alteracdes morfologicas decorrentes da presenca/auséncia de RNAdf poderéo

ser evidenciadas bem como alteragdes na patogenicidade de G. citricarpa.
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6. CONCLUSOES

* Foi confirmada a presenca de RNAdf nas linhagens de G. citricarpa e P.
spinarum estudadas.

* Tanto o fungo Guignardia citricarpa quanto Phyllosticta spinarum foram
sensiveis a acdo da ciclohexamida nas concentracfes utilizadas,
inviabilizando a obtencédo de linhagens curadas por este método.

* O cultivo de colonias a partir de ponta de hifa em temperatura
moderadamente elevada (37°C) parece ser eficiente na eliminagdo do
RNAdf em P. spinarum

* Por meio da anélise de marcadores moleculares (RAPD) néo foi possivel

confirmar a isogenia das linhagens curadas obtidas.
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