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RESUMO

A Mancha Preta dos Citros (MPC) é uma doenca que causa lesdes nas principais
variedades de frutos citricos e, em casos mais severos, causa sua queda
prematura, levando a prejuizos de producao e perdas no mercado consumidor.
E causada pelo fungo Phyllosticta citricarpa, cujos esporos s&o encontrados em
folhas aderidas a planta e em lesBes nos frutos na forma assexuada
(picnidiésporos), e na forma sexuada (ascésporos) em folhas em decomposicao
no solo. Neste trabalho foram investigados os mecanismos que desencadeiam
o ciclo sexual em diferentes isolados de Phyllosticta citricarpa, obtidos de
diferentes regides geogréficas e de diferentes hospedeiros, buscando
reconhecer sistemas de compatibilidade existentes. Testes de compatibilidade
em variadas condi¢des descritas na literatura e em outras condi¢des propostas
neste estudo foram realizados com 165 isolados de Phyllosticta. Algumas
condicdes ensaiadas, previamente descritas na literatura, mostraram-se
inadequadas para ensaios de compatibilidade entre diferentes isolados de P.
citricarpa. Estruturas semelhantes a corpos de frutificacdo imaturos foram
observadas na zona de encontro entre os isolados LGMF 76 e 114, porém néo
foram obtidos ascosporos. Na produgcdo de ascosporos estdo envolvidos o0s
genes mating type (MAT) que regulam o desenvolvimento da reagcdo sexual.
Estes genes foram identificados apds o desenho de primers especificos para
esta espécie, com o objetivo de caracterizar este importante fitopatégeno quanto
a dindmica de recombinacao possivel em campo. Dos 148 isolados investigados,
21,62% apresentaram o gene MAT 1-1-1, 78,38% o0 gene MAT1-2-1.
Considerando que os ascosporos, desempenham um papel importante no ciclo
da Mancha Preta dos Citros, condi¢cdes de producéo e liberacao destes esporos
foram recriadas em laboratério com o desenvolvimento de caixas com
temperatura, ventilacdo e umidade controlada, onde plantas axénicas
desenvolvidas a partir do embrido de sementes de citros e livres de
microrganismos foram utilizadas. Ainda, aspectos da colonizacao dos frutos pelo
fitopatdgeno foram investigados, avaliando-se a relacdo entre o crescimento,
colonizacao de folhas e producdo de picnidios frente aos principais terpenos
produzidos na casca dos frutos citricos e que comprovadamente exercem um
papel no processo de atracdo de pragas e patdogenos. Em todos os testes
realizados foi possivel detectar que os terpenos influenciam de diferentes formas
o] crescimento e a producao de picnidios de
P. citricarpa. Este pode ser mais um passo no entendimento do mecanismo de
interacdo entre planta-patdégeno, podendo se tornar uma futura forma de controle
dessa doenca.

Palavras - chave: Mancha Preta dos Citros, Phyllosticta citricarpa, mating type,
terpenos, interacdo planta-patégeno



ABSTRACT

The citrus black spot (CBS) is a disease that causes lesions on the main varieties of
citrus fruits and, in more severe cases, causes its premature drop, leading to
production and consumer market losses. It is caused by the fungus Phyllosticta
citricarpa, whose spores are found over leafs attached to the plant and in the lesions
of fruits in the asexual form (pycnidiospores), and in the sexual form (ascospores) in
decomposing leafs in the soil. The present study investigated the mechanisms that
trigger the sexual cycle in different isolates of Phyllosticta citricarpa, obtained from
different geographic regions and different hosts, seeking to recognize existing
compatibility systems. Compatibility tests on various conditions described in the
literature and in other conditions proposed in this study were performed with
165 Phyllosticta isolates. Some conditions tested, previously described in the
literature, have proved inadequate for testing compatibility between different isolates
of P. citricicarpa. Structures similar to immature fruiting bodies were observed in the
area of contact between the isolates LGMF 76 and 114, however ascospores were
not obtained. The production of ascospores involves the mating type (MAT) genes
which regulate the development of sexual response. These genes were identified
after drawing primers specific for this species, with the objective of characterizing
this important phytopathogen regarding the dynamics of possible field
recombination. Of the 148 isolates investigated, 21.62% presented the MAT 1-1-1
gene and 78.38% the MAT1-2-1 gene. Considering that the ascospores play an
important role in the citrus black spot cycle, production conditions and release of
these spores were recreated in the laboratory with the development of boxes with
controlled temperature, ventilation and humidity, where axenic plants grown from the
embryo of citrus seeds and free from microorganisms were utilized. Still, aspects of
colonization of the fruit by the phytopathogen were investigated by evaluating the
relationship among growth, leaf colonization and production of pycnidia front of the
main terpenes produced in the peel of citrus fruits and proven to play a role in the
process of attraction of pests and pathogens. In all tests conducted it was possible
to detect that the terpenes influence in different ways the growth and production of P.
citricarpa pycnidia. This can be another step in the understanding of the mechanism
of interaction between plant-pathogen, and may become a future way of controlling
this disease.

Key - words: citrus black spot, Phyllosticta citricarpa, mating type, terpenes,

plant-pathogen interaction
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1 INTRODUCAO

Desde 1960 a citricultura tem contribuido significativamente com o
desenvolvimento do Brasil (NEVES et al, 2010). A producdo comercial paulista
de laranja na safra 2013/2014 foi prevista em 286,6 milhdes de caixas, dos quais
215,3 milhdes de caixas destinaram-se a industria e 53,3 milhfes para a
comercializacgdo in natura. Os dados fazem parte de levantamento realizado pelo
Instituto de Economia Agricola e pela Coordenadoria de Assisténcia Técnica
Integral, 6rgdos da Secretaria de Agricultura e Abastecimento de Sao Paulo, em
parceria com a Companhia Nacional de Abastecimento do ministério de
Agricultura (CONAB).

O Brasil lidera a producdo mundial de laranjas. Segundo a Associacéo
Nacional dos Exportadores de Sucos Citricos de uma safra total estimada em
308,8 milhdes de caixas 40,8 kg, aproximadamente 258 milhdes de caixas de

laranja poderao ser processadas pela industria na safra 2014/15.

Nos ultimos anos, a citricultura tem sido afetada por varias doencas,
dentre elas a Mancha Preta do Citros (MPC) causada pelo fungo
Phyllosticta citricarpa. Relatos desta doenca foram descritos em 1895 na
Australia, ocasionando elevadas perdas na producao e pds-colheita de plantas
citricas, especialmente laranja. Por volta de 1930, a enfermidade foi encontrada
na regido litoranea da provincia de Transvaal, na Africa do Sul, tornando
improprios para a exportacdo mais de 90% dos frutos de pomares nao protegidos
(ROBBS, 1990). A MPC apresenta uma ampla distribuicdo geografica, registrada
na Africa, Asia, Oceania, América Central, América do Sul e Antilhas (ROBBS;
BITTENCOURT, 1995). Em abril de 2010, a preocupacado de citricultores do
estado da Flérida, nos Estados Unidos da América, aumentou com a chegada
da MPC em seus pomares. Alguns pesquisadores verificaram que frutas da
regido estavam infectadas com a doenga e expressaram preocupa¢ao com a
falta de medidas eficientes para o controle da doenca (BOUFFARD, 2010). Em

decorréncia dos prejuizos potenciais, essa doenca € classificada como
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guarentenaria Al para paises da Unido Europeia, limitando significativamente a
possibilidade de exportacao de frutos in natura (SOUSA; GOES, 2010).

Segundo o Fundo de Defesa da Citricultura, FUNDECITRUS, as
estratégias de manejo da Mancha Preta do Citros envolvem o uso de
decompositores das folhas caidas, antecipacdo da colheita, irrigacao
preferencial durante o inverno, associados ao controle quimico com o uso de
fungicidas, entre outros. Embora as estratégias de manejo aumentem
eficientemente o controle da doenca, 0 método mais utilizado € o uso do controle
qguimico com fungicidas. Problemas relacionados ao uso de fungicidas séo
frequentes, como o surgimento de isolados de P. citricarpa resistentes a
fungicidas, como relatado com o uso de carbendazim (RODRIGUES et al., 2007).

Por estas e outras razbes como a contaminacdo ambiental, elevacéo dos
custos de producéo e possibilidade de intoxicacdo de humanos e outros seres
vivos, ha um aumento no numero de estudos com produtos que possam
substituir os fungicidas. Alternativas para o controle desta doenca sao o alvo de
pesquisa em varios paises onde a cultura de citros tem grande importancia
econdmica, como no Brasil. Alguns estudos visam entender a relacdo entre o
patdgeno e seu hospedeiro, buscando, desta forma, alternativas para o controle
da doenca. Estudos recentes tém indicado que alteracbes na composi¢ao dos
terpenos presentes na casca de citros tem afetado o desenvolvimento de P.
citricarpa sobre o fruto (KAVA-CORDEIRO et al., 2012), sendo necessario a
avaliacdo individual desses compostos para determinar sua efetividade.

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

O fungo Phyllosticta citricarpa é um fitopatdgeno presente em diversos
paises. Apresenta-se sob duas formas de reproducédo: os ascOsporos (esporos
sexuais) e picnidiésporos (esporos assexuais). Os ascosporos depositam-se em

folhas caidas e em decomposicdo no solo e sédo carregados pelo vento enquanto
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os picnididsporos se dispersam com a agua aumentando o desenvolvimento da
MPC nas plantas (SPOSITO, 2003; SPOSITO et al. 2007).

Os fungos ilustram uma gama completa de tipos de reagdes sexuais.
Algumas espécies exibindo cruzamentos entre sexos opostos (heterotalismo),
enquanto outras apresentam autofecundacdo (homotalismo), ou ainda a
presenca de multiplos sexos. Muitas dessas informagfes foram obtidas em
estudos com isolados do género Aspergillus (KRONSTAD, 2007). Para que se
possa estudar geneticamente um fungo, deve-se buscar reconhecer 0s
mecanismos possiveis pela recombinacao, reacdo sexual, quando esta ocorre,
e formas alternativas como o ciclo parassexual e a parameiose (DALZOTO, et
al., 2006).

Rego e Oliveira (2007) caracterizaram a podriddo negra da videira
causada por Phyllosticta ampelicida (teleomorfo Guignardia bidwelllii)
descrevendo o possivel ciclo da doenca em Portugal.

Neste trabalho foram investigados os mecanismos que desencadeiam a
reacdo sexual entre diferentes isolados de Phyllosticta citricarpa, obtidos de
diferentes regibes geograficas e de diferentes hospedeiros, buscando
reconhecer sistemas de compatibilidade existentes. Genes envolvidos na reacéo
sexual (mating types) foram identificados ap0s o desenho de primers especificos
para esta espécie, com 0 objetivo de caracterizar este fitopatdbgeno quanto a
dindmica de recombinacao possivel em campo. Considerando que 0S esporos
da fase sexuada, os ascésporos, desempenham um papel importante no ciclo
da Mancha Preta dos Citros, condi¢cdes de producéo e liberacédo destes esporos
foram recriadas em laboratorio com o desenvolvimento de caixas com
temperatura, ventilacio e umidade controlada, onde plantas axénicas,
produzidas por cultura de embrido de sementes de laranja e livres de
microrganismos foram utilizadas. Ainda, aspectos da colonizacao dos frutos pelo
fitopatdgeno foram investigados, avaliando-se a rela¢do entre o crescimento,
colonizacédo de folhas e producdo de picnidios frente aos principais terpenos
produzidos na casca dos frutos citricos e que comprovadamente exercem um

papel no processo de atracdo de pragas e patdgenos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Ampliar o nivel de conhecimento do fungo Phyllosticta citricarpa e a
interacdo com hospedeiros citricos, pelo estudo do seu tipo de reacdo sexual
gue o fungo P.citricarpa realiza e averiguar sua interacdo com hospediros citricos
buscando relacdo com outros processos relacionados com o ciclo da doenca
Mancha Preta dos Citros.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Investigar a ocorréncia do ciclo sexual nesta espécie:
e Avaliar a compatibilidade genética entre isolados de P. citricarpa
de diferentes hospedeiros e origens geograficas.
e |dentificar a presenca de genes relacionados ao tipo de reacao

sexual (mating types).

- Caracterizar aspectos da interacdo entre o fitopatdgeno P. citricarpa e seu

hospedeiro com maior importancia comercial Citrus sinensis:

e Recriar em laboratério as condi¢cdes descritas na literatura para a
producéo e liberacdo de ascosporos.

e Avaliar a relacdo entre o crescimento, colonizacdo de folhas e
producdo de picnidios de P. citricarpa com a exposicdo aos

principais terpenos produzidos na casca dos frutos citricos.
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3 REVISAO BIBLOGRAFICA

3.1 Phyllosticta citricarpa e a MANCHA PRETA DOS CITROS

Dentre as principais doencas da citricultura, destaca-se a Mancha Preta
dos Citros (MPC), causada pelo fungo Phyllosticta citricarpa Van der Aa, fase
anamoérfica. A fase teleomoérfica foi descoberta por Kiely, em 1948, sendo
chamada de Guignardia citricarpa Kiely (KOTZE, 1981) até o final de 2012. Uma
mudancga importante ocorreu em 2011 com a Declaracdo de Amsterdam
(HAWKSWORTH et al., 2011), onde os fungos deixaram de ter dois nomes
correspondentes as fases sexuada e assexuada, para ter apenas uma
denominacéo, que passou a valer a partir de janeiro de 2013.

Neste caso o fungo alvo deste trabalho, Guignardia citricarpa que passou
a ser designado como Phyllosticta citricarpa. Revisdes da taxonomia deste grupo
foram realizadas (Liu et al., 2012) e combinando-se analises morfolégicas e
multigénicas (WIKEE et al., 2013) foi proposto um novo agrupamento para estes
fungos, com a criacdo da Familia Phyllostictaceae, a qual Phyllosticta citricarpa
agora pertence. Assim a classificacdo € a seguinte: Filo Ascomycota, Classe
Dothideomycetes, Ordem Botryosphaeriales, Familia Phyllostictaceae.

McOnie (1964) mostrou formas de Phyllosticta, que ocorriam em citros,
uma patogénica e outra endofitica. Baayen et al. (2002) descreveram que a
forma endofitica correspondia a uma espécie denominada P. capitalensis
(teleoformo: Guignardia mangiferae). Glienke et al. (2011) mostraram que a
espécie G. mangiferae € uma outra espécie e ndao o teleomorfo de P.
capitalensis.

A MPC é responsavel por grandes perdas em varias regides produtoras
de citros do mundo. Segundo Rosseto et al. (2011), além de questdes
econdmicas, produtores enfrentam sérios problemas fitossanitarios na
citricultura, que tem acometido os pomares brasileiros, principalmente do Estado
de Sao Paulo, onde a ocorréncia de doencas é favorecida pela presenca de
tecidos foliares e clima adequado, o que permite a continuidade do ciclo da

Mancha Preta dos Citros. Todas as principais variedades comerciais presentes
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nos pomares paulistas séo suscetiveis, excluindo-se a laranjeira azeda (Citrus
aurantium. L.) e a limeira &cida Tahiti (Citrus latifolia Osbeck) (Kotzé, 1981). Nos
pomares onde ha laranjeiras doces, 0s sintomas sao mais severos
(FEICHTENBERGER, 1996).

Essa doenca foi descrita inicialmente em pomares da Australia.
Atualmente é encontrada em locais da Africa, Oceania, América do Sul e
recentemente nos Estados Unidos. Segundo Goes (1998) a MPC foi encontrada
na década de 40, mas permaneceu silenciosa um grande periodo de tempo, pois
milhdes de arvores foram eliminadas devido a epidemia da tristeza dos citros na
década de 30.

A Mancha Preta dos Citros pode ter inicio tanto com os picnididosporos
(conidios) presentes em picnidios formados nas lesdes existentes nos frutos
maduros, ramos e folhas caidas no solo, assim como nos ascosporos, formados
em folhas em decomposicdo caidas no solo sob as plantas citricas
(LARANJEIRA et al., 2005; GOES, 1998). Segundo McOnie (1964) a doenca
pode ter um estagio de laténcia e o aparecimento de sintomas pode levar
bastante tempo, dependendo das condicbes ambientais e da variedade da
planta. Frutos com a doenca, apesar do fungo colonizar apenas a casca, tem
sua comercializacdo bastante prejudicada, por ser considerada uma praga
guarentenaria Al pela Unido Europeia, maior mercado importador da laranja
brasileira (SCALOPPI, 2006).

A integracao das diferentes estratégias de manejo deve ser realizada para
obtencao de sucesso no controle da doenca. O manejo do mato da entrelinha
sob a copa das plantas apresenta retornos diretos (ROSSETTO, 2009). A
cobertura morta sob a copa da planta citrica, além servir como barreira fisica
para os ascosporos, contribui para reduzir a amplitude térmica no solo e acelerar
a decomposicéo das folhas (BELLOTE et al., 2013).

Bellotte et al. (2013) verificaram que o manejo dos cultivos como
amendoim-forrageiro cv. Amarillis e da graminea coastcros, lancados sob as
plantas citricas, reduziram a severidade da MPC a niveis comparaveis ao

controle quimico padrdo da doenca.
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O controle da MPC esta baseado na utilizacdo de fungicidas. No Brasil, a
MPC vem sendo controlada, principalmente, através do controle quimico
sistematico e inUmeras pulverizagées com fungicidas especificos sao realizadas
(4-5 aplicagbes/ano). Por isso, fica evidente a necessidade de se obter novas
alternativas de controle que possam colaborar com o sistema de produgé&o atual
(ROSSETO, 2010).

A MPC geralmente € controlada por 4 a 5 pulveriza¢des de fungicida por
ano no campo o que aumenta o custo de producéo da cultura. Assim o estudo
da doenca em si € importante, para gerar outras possibilidades de combate,
como a transformacdo genética. Para isso, é necesséario o conhecimento de
guais sao as defesas da planta contra o patdégeno, pensando na escolha de um
gene especifico que podera ser utilizado em transformacdes futuras contra essa
doenca (BRIGATI, 2009).

Assim, levando em consideracgao o prejuizo econdémico que a MPC causa
e sabendo-se das diferencas de suscetibilidade entre as espécies e variedades
citricas, é de grande importancia a caracterizacdo da relacdo da Phyllosticta

citricarpa com as diferentes variedades de citros.

3.2 GENES MATING TYPE

Reproducdo sexual é um fenbmeno comum entre organismos
eucarioticos. Fungos que realizam reproducdo sexual, geralmente possuem
maiores habilidades em se adaptar a mudancas no ambiente, comparado a
populacdes que se reproduzem assexualmente (HEITMAN et al.,2013; LEE et
al., 2010).

Genes mating type (MAT), codificam proteinas que atuam como fatores
de transcricdo que regulam a reproducéo sexual em fungos (HEITMAN et al.,
2013). Na maioria dos Ascomicetos, os genes MAT estao representados por dois
idiomorfos conhecidos como MAT 1-1 e MAT 1-2 (TURGEON e YODER, 2000).
Os idiomorfos de espécies heterotalicas da classe Dothideomycetes foram

caracterizados pela presenca de um anico gene. Isolados MAT1-1 contém um
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Gnico gene que codifica uma proteina com um dominio alfa (MAT1-1-1) e os
isolados MAT1-2 codificam uma proteina contendo um grupo de alta mobilidade
(HMG) dominio (MAT1-2-1) (TURGEON e YODER, 2000; ARZANLOU et al.,
2010). Em espécies fungicas auto-compativeis os individuos tém tanto MAT1-1
e MAT1-2. Membros homotélicos dos Dothideomycetes podem levar ambos os
genes MAT em seu genoma hapléide (YUN et al., 1999; BIHON et al., 2014).

Fungos ilustram uma gama de tipos de reacdes sexuais. Algumas
espécies exibem cruzamentos entre sexos opostos (heterotalismo), enquanto
outros apresentam homotalismo, ciclo parassexual. Muitas dessas informagdes
foram obtidas em estudos com isolados do género Aspergillus (KRONSTAD,
2007). Ainda segundo Kronstad (2007), a organizacéo dos genes de mating type
tem sido muito estudada entre os ascomicetos nos ultimos 20 anos. Ascomicetos
sdo caracterizados pela formacdo do ascosporo dentro de uma estrutura
formando o asco e sdo agrupados em classes, de acordo com o desenvolvimento
dos corpos de frutificacdo, a estrutura da parede do asco e a forma de liberacéo
dos ascosporos.

Grande parte das espécies de ascomicetos heterotalicas possuem mating
type com dois alelos alternativos (GLASS et al., 1988; HISCOCK, 1999;
METZENBERG et al., 1990). Em contraste com o sistema de acasalamento em
ascomicetos, basidiomicetos evoluiram um tipo de acasalamento multiplo
(KOTHE, 2001). A maioria dos basidiomicetos possui multiplos mating types
determinados por um, dois ou trés diferentes loci genéticos cada qual podendo
ter duas ou mais formas diferentes (RAPPER 1966; HISCOCK, 1999).

Para Aspergillus nidulans, ja foram descritos os cruzamentos entre 0s
tipos distintos de linhagens hapldides, autofecundacdo e comportamento
parassexual que resulta na formacao de dipléides ou heterocarios (cepas com
dois nucleos geneticamente distintos). Analises no genoma de A. nidulans
(GALAGAN et al., 2005; PAOLETTI et al., 2007), revelaram que o0 genoma
contém ambas as sequéncias de codificacao de proteinas reguladoras do MAT
conhecidas para controlar o reconhecimento de parceiro no cruzamento de
espécies de fungos filamentosos (SHIU e GLASS, 2000). Em

Neurospora crassa e em outras espécies de fecundacéo cruzada, cada parceiro
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do cruzamento carrega distintas sequéncias MAT que codificam tanto a proteina
‘a” ou “@” e estas proteinas especificam a identidade sexual e controlam os
eventos de cruzamentos que levam a fusao.

Os loci MAT do género Diaporthe e seu anamorfo Phomopsis diferem em
apenas um gene. Para diagnosticar mating types em Diaporthe e Phomopsis,
avaliar a sua utilidade na inducédo da fase sexuada in vitro e delimitar espécies
biolégicas, Santos et al. (2009), desenharam primers que amplificam parte dos
genes MAT 1-2-1 MAT1-1-1.

Paoletti et al. (2007), também demonstraram que as sequéncias MAT sao
funcionalmente necessérias para a fertilidade, pois a supresséo dos genes MAT
resultou em auséncia de ascOsporos.

A possibilidade dos fungos de realizarem “cruzamentos” em laboratério é
uma oOtima ferramenta para a analise genética e abre possibilidades para o

melhoramento genético.

3.3 TERPENOS CITRICOS

Entre a grande variedade de compostos quimicos produzidos pelas
plantas, alguns séo liberados para o ambiente. Além do CO», O, vapor de agua
e horménios como etileno gasoso, as plantas emitem uma variedade de
compostos organicos, tais como 0s compostos organicos volateis (COVs), que
sdo liberados principalmente de 6rgdos florais, mas também das partes
vegetativas, especialmente apos danos (UNSICKER et al., 2009).

Compostos organicos volateis desempenham varios papéis nas
interacdes de plantas com o ambiente (IRMISCH, et al., 2014). Compostos florais
e de frutos, por exemplo, sdo conhecidos como atrativos para polinizadores e
dispersores de sementes, respectivamente, enquanto que outros compostos séo
descritos como tendo varias fun¢gdes como na comunicacao inter e intra-planta,
planta-defesa contra herbivoros e patdogenos (GERSHENZON e DUDAREVA,
2007; UNSICKER et al.,, 2009). A emissdo destes compostos por 0rgaos

vegetativos de plantas é induzida frequentemente por estresses bidticos como
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herbivoria de insetos (DICKE e VAN LOON, 2000; DICKE e BALDWIN, 2010).
Algumas misturas destes volateis podem atrair inimigos naturais de herbivoros,
uma reacdo denominada defesa indireta (UNSICKER et al., 2009). No geral,
misturas volateis sdo compostas por terpenos, mas também podem
compreender outras classes de compostos naturais, incluindo volateis
encontrados em folhas verdes, alcoois, ésteres, e 0s volateis contendo azoto.
Terpenos representam o maior e mais diversificado grupo de metabdlitos
secundéarios de plantas, sendo mais frequentes 0s monoterpenos e 0s
sesquiterpenos (UNSICKER et al., 2009; IRMISCH et al., 2014).

Estudos recentes tém indicado que alteracbes na composicdo de
terpenos volateis presentes na casca de citros afetam o desenvolvimento de
patdogenos no fruto assim como a relacdo da planta com insetos praga
(RODRIGUEZ et al., 2011; KAVA-CORDEIRO et al., 2012), sendo necessario a
estudos mais aprofundados como a avaliagdo individual dos principais
compostos para determinar sua efetividade.

Experimentos realizados utilizando laranjas geneticamente modificadas
(Citrus sinensis) com alteracéo (down-regulation) no gene CitMTSE1 (limoneno
sintetase), e consequente diminui¢do da producao de limoneno, o terpeno mais
abundante em laranja doce, mostraram que a acdo de algumas espécies de
fungos fitopatogénicos e a atracdo de insetos foi diminuida. Estes experimentos
comprovam que 0s terpenos presentes nos 0leos essenciais de citros estao
relacionados com diversas fungdes como a relacdo com patdégenos, atracao de
animais para dispersao das sementes e atracdo de polinizadores (RODRIGUEZ
et al., 2011).

Ainda segundo Rodriguez et al. (2011) a modificacdo no gene CitMTSE1
gue causa uma diminuicdo da producdo de limoneno, ocasiona como efeito
colateral um aumento da producéo de nerol e citronelol. Esse aumento se deve
a sintese de terpenos originados a partir de um composto em comum, logo a
inibicdo da producdo de um desses volateis, leva a uma maior disponibilidade
deste composto precursor e acarreta em um aumento das outras vias de

producéo de terpenos.
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Limoneno é um monoterpeno, liquido incolor e volatil, encontrado
naturalmente nas cascas de frutas citricas, sendo responsavel pelo seu odor
caracteristico. Possui a férmula molecular CioHis, relativamente estével
(AZAMBUJA, 2013).

Nerol é um alcool do tipo monoterpeno, classe de substancias naturais,
ou metabdlitos secundarios de origem vegetal, especialmente das coniferas, de
formula quimica geral (CsHs)n. Encontrado em muitos 6leos essenciais, como da
erva-cidreira. Ele foi originalmente isolado do Oleo de néroli, de onde provém
seu nome. E um liquido incolor que possui aroma de rosa doce, sendo
largamente usado na perfumaria (FAHLBUSCH, 2003).

Citronelol é monoterpeno aciclico natural um dos componentes do Oleo
essencial de algumas plantas medicinais utilizadas na medicina popular, como o
Cymbopogon citratus e a Lippia alba, sendo pertencente a uma familia de
produtos naturais provenientes de unidades de isopreno C5. Alguns efeitos
farmacologicos tais como atividades antibacteriana, antifingica, anti-
espasmodico e anticonvulsivante ja foram descritos para citronelol (BASTOS et
al., 2009).

Beta-cariofileno € um constituinte importante em varias espécies de
Oleos essenciais de plantas medicinais usadas na medicina popular do Brasil,
pertence a classe quimica dos sesquiterpenos e tem sido submetido a varios
estudos. Pode ser empregado na medicina tradicional como medicamento com
acao antiinflamatoria, antitumoral, bactericida, insetifugo espasmolitico
(CARNEIRO et al., 2010)

Linalol € um monoterpeno alcodlico terciario de cadeia aberta. Pode ser
encontrado normalmente sob a forma de uma mistura de isdmeros de posicdo
da primeira ligac&o dupla. Possui um atomo de carbono assimétrico e, por isso,
podem existir enantibmeros. Tem sido largamente usado como composto de
partida para varias sinteses importantes e testado como acaricida, bactericida e
fungicida. Na medicina tem sido aplicado, com sucesso como sedativo (SILVA
et al., 2003).
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CAPITULO 1
Phyllosticta citricarpa: compatibilidade e identificacdo de genes Mating

types em isolados de diferentes hospedeiros e origens geograficas.

(Phyllosticta citricarpa: compatibility and mating type identification and
distribution in strains from different hosts and geographical origins.)
Ferreira-Maba; L.S. *, Glienke; C 1, Goulin; E.H!, Servienski; A.2, Amorin, R%.;
Aluizio; R 1, Galli-Terasawa; L.V. 1, Machado, M. A.; Kava-Cordeiro; V.
LLabGeM, Laboratério de Genética de Microrganismos; Departamento de
Genética, UFPR.

lisandragenetica@agmail.com

RESUMO

O estudo de mecanismos de recombinacdo de fungos fitopatogénicos,
especialmente relacionados ao ciclo sexual, tornou-se importante, pois em
algunas casos este faz parte do processo de diversificacdo da patogenicidade.
Neste contexto, enquadra-se o fungo Phyllosticta citricarpa, causador da Mancha
Preta dos Citros. Apesar da importancia da reacdo sexual no aumento da
variabilidade nos fungos, ainda ndo havia sido detectada essa caracteristica em
P.citricarpa. Neste estudo sdo descritas diversas condicdes de testes de
compatibilidade para a inducdo de producdo de ascosporos de P. citricarpa, em
laboratoério. Foram utilizados 165 isolados de nove hospedeiros diferentes e nove
origens geograficas no Brasil e entre dois isolados possiveis corpos de
frutificacdo imaturos foram obtidos e em todas as condicfes ensaiadas, néo
foram obtidos ascosporos. A identificagcdo de genes mating type nesta espécie
torna possivel o entendimento da biologia deste importante fitopatégeno,
indicando se a espécie € heterotalica ou homotalica, bem como para uma melhor
compreensao do ciclo da doenca Mancha Preta dos Citros. Para isso foram
desenhados neste trabalho primers especificos para MAT 1-1-1 e MAT1-2-1 de
P. citricarpa a partir do rascunho do genoma deste fungo. Dos 148 isolados
investigados, 21,62% apresentaram o gene MAT 1-1-1, 78,38% o0 gene MAT1-
2-1. A proporcao observada, diferente de 1:1, pode indicar que a reacao sexual
nao acontece de forma continua. Nao foi observada correlacdo entre o
hospedeiro ou a origem geogréfica e o tipo de gene mating type identificado.
Embora a reacdo sexual completa ndo tenha sido observada, os resultados
obtidos pelo padrdo dos genes de mating type sugerem que P.citricarpa é
heterotalica. Porém uma confirmacéo sera necessaria, especialmente com a
identificacdo dos produtos destes genes, comprovando que ambos estdo
integros e séo funcionais.

Palavras chave: Heterotalismo, homotalismo, reacao sexual, ascomicetos,
mecanismos de recombinacao.
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ABSTRACT

The study of recombination mechanisms in pathogenic fungi, especially related
to sexual cycle, has become important because in some cases this is part of the
pathogenic diversification process. In this context, there is the fungus Phyllosticta
citricarpa, causing the Citrus Black Spot disease. Despite the importance of sex
to increase variability in fungi, this trait had not been detected in P.citricarpa yet.
In this study, several conditions of compatibility tests for ascospore production
induction on P. citricicarpa in the laboratory are described. One hundred and
sixty-five (165) isolates were used from nine different hosts and nine different
geographical origins in Brazil and between two insolates, possible immature
fruiting bodies were obtained and in all conditions tested, no ascospore was
obtained. The identification of Mating Type Genes in this species makes it
possible to understand the biology of this important phytopathogen, indicating
whether the species is heterothallic or homothallic as well as a better
understanding of the Citrus Black Spot disease cycle. The specific primers MAT
1-1-1 MAT1-2-1 of P. citricarpa were designed based on the draft genome
sequence of the fungus. One hundred and forty-eight (148) isolates were
investigated and 21.62% had the MAT gene 1-1-1 and 78.38% had the MAT1-2-
1 gene. The observed ratio, different from 1:1 may indicate that the sexual
response does not occur continuously. No correlation was observed between the
host or the geographical origin and the type of Mating Type Gene identified.
Although full sexual reaction has not been observed, the results of the pattern of
Mating Type Genes suggest that P.citricarpa is heterothallic. However, a
confirmation is necessary, especially about the identification of these genes
products, showing that both are reliable and functional.

Key words: heterothallism, homothallism, sexual reaction, ascomycetes,

recombination mechanisms.
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1 INTRODUCAO

Reproducdo sexual é um fenbmeno comum entre organismos
eucaridticos. Fungos que realizam reproducdo sexual geralmente possuem
maior habilidade em se adaptar a mudancas no ambiente, como exemplo é
possivel citar a facilidade em remover mutacdes que ameacem a estabilidade do
genoma, e ainda sdo mais eficientes em selecionar mutacfes benéficas, quando
comparado a populac¢des que se reproduzem assexuadamente (HEITMAN et al.,
2013; LEE et al., 2010). De fato, a reproducéo sexuada parece ser essencial,
para diversas fun¢fes ndo relacionadas apenas com a recombinacéo de varios
organismos (GOUYON et al., 1999; LOPEZ-VILLAVICENCIO et al., 2013).
Apesar de varios estudos para esclarecer o porqué da reproducdo sexual ser
prevalente entre 0s eucariontes mesmo com alto custo energético, a
manutencdo do sexo permanece como uma das questbes fundamentais na
biologia evolutiva (LOPEZ-VILLAVICENCIO et al., 2013).

O mecanismo envolvido no processo de reproducédo sexual esta muitas
vezes associado ao desenvolvimento de estruturas de resisténcia ou de
disperséo, especialmente em plantas e fungos, como é o caso dos esporos
sexuais de Phyllosticta citricarpa. Os ascosporos sado encontrados em folhas
caidas em decomposicao e possuem uma morfologia que facilita seu transporte
pelo vento, caracterizando disperséo de longo alcance (KIELY, 1948; KOTZE,
1981, 1996; SPOSITO et al., 2007).

Como o sexo tem uma ligac&o robusta com muitas funcdes importantes,
a perda da reproducdo sexual teria consequéncias associadas a perda de
resisténcia ou de estruturas de dispersdo (VIENNE et al., 2013). Assim como
para outras funcdes importantes, como o controle de elementos transponiveis e
a eliminacao de virus (AANEN e HOEKSTRA, 2007; DIEPENINGEN et al, 2008;
VIENNE et al.,, 2013). Vienne et al. (2013) ainda relacionam, a atual
predominancia de espécies que mantém a reproducdo sexual com a
manutencao das estruturas de sobrevivéncia. Assim, as espécies que existem
atualmente sdo essencialmente aquelas que ndo puderam abrir mao de suprimir

a reproducao sexual. Todas as espécies que seriam capazes de evitar esse



25

mecanismo posteriormente desapareceriam, porque evoluiriam muito
lentamente.

Fungos possuem uma gama complexa de tipos sexuais, com algumas
espécies exibindo cruzamentos entre tipos sexuais opostos, denominado de
heterotalismo, enquanto outros apresentam homotalismo, ou seja, o ciclo sexual
ocorre entre linhagens com o mesmo tipo sexual ou ainda na mesma linhagem.
Muitas dessas informacdes foram obtidas em estudos com isolados do género
Aspergillus (KRONSTAD, 2007). Este arranjo pode ter evoluido sob selecéo para
compatibilidade universal (BILLIARD et al., 2012). Perguntas sobre qual modo
de reproducdo sexual, heterotalismo ou homotalismo, é ancestral e qual
mecanismo geneético evolutivo intermedeia a mudanca de um para o outro tém
recebido muita atencéo dos biélogos (DEBUCHY et al., 2010).

A organizacdo do mating type tem sido estudada em ascomicetos nos
ultimos 20 anos. Estes sdo caracterizados pela formacdo do ascosporo dentro
de uma estrutura formando o asco e sdo agrupados em classes, de acordo com
o desenvolvimento dos corpos de frutificacéo, a estrutura da parede do asco e a
forma de liberagdo dos ascosporos (KRONSTAD, 2007). Portanto, a
compreensao da organizacdo MAT locus pode fornecer informacdes sobre a
genética e evolugcdo do grupo dos ascomycetos. Paoletti et al. (2007),
demonstraram que as sequéncias MAT sao funcionalmente necessarias para a
fertilidade, pois a supressdao dos genes MAT resultou em auséncia de
ascosporos.

Genes MAT tém sido Uteis para avaliar as relacdes filogenéticas entre as
diferentes espécies de fungos (DEBUCHY e TURGEON 2006; DEVIER et al.,
2009). Genealogias baseadas nos genes de MAT foram concordantes com
relacdes ja estabelecidas base em RNAr e outros genes (LIM et al., 2004). Além
disso, analises filogenéticas de SLA2 (controle de montagem do citoesqueleto)
e APN1 (DNA Lyase) (genes que flanqueiam os genes MAT), demonstraram que
as sequéncias de opostos mating types corroboram filogenias anteriormente
determinadas (RYDHOLM et al., 2007; ARZANLOU et al., 2010; TSUI et al.,
2013).
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Foi visto que os membros homotalicos de Dothideomycetes podem levar
ambos o0s genes em seu genoma hapldéide. Idiomorfos de espécies heterotalicas
da classe Dothideomycetes foram caracterizados pela presenca de um alfa
dominio em MAT1-1 ou um grupo de alta mobilidade (HMG) em MAT1-2
(COPPIN et al.,, 1997, TURGEON; YODER, 2000; DEBUCHY et al., 2010;
HEITMAN, et al., 2013).

MAT1-1-1 e MAT1-2-1 sdo fatores de transcricdo que regulam a
reproducado sexual em fungos. E que possuem dominios de ligacdo conservados
de DNA que estdo envolvidos na regulacéo da identidade de parametros para o
desenvolvimento da reacao sexual (COPPIN et al. 1997; WIRSEL et al., 1998;
YUN et al., 1999; TURGEON; YODER, 2000; NOLTING e POGGELER, 2006;
ARZANLOU et al., 2010). Em fungos pertencentes ao subfilo Pezizomycotina
(FIGURA 1), o desenvolvimento sexual é controlado por um unico locus (MAT),
em que os genes determinam se ha compatibilidade e regulam os processos-
chave para os cruzamentos (METZENBERG, 1990; COPPIN et al.,, 1997,
DEBUCHY et al.,, 2010). Em Neurospora crassa (FIGURA 1) e em outras
espécies de fecundacao cruzada, cada parceiro do cruzamento carrega distintas
sequéncias MAT que codificam tanto a proteina “alfa” ou “a” e estas proteinas
especificam a identidade sexual e controlam os eventos de cruzamentos
(GLASS et al., 1990).
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FIGURA 1 - COMPARACAO ESQUEMATICA DOS LOCI MATING TYPE DE FUNGOS
HETEROTALICOS E FUNGOS HOMOTALICOS.

FONTE: Klix et al.,(2010).

Nota: as setas indicam a orientacdo e tamanho das ORFs dos mating types. Os genes que
possuem o mesmo dominio funcional tém a mesma cor. Os genes essenciais para o
desenvolvimento sexual estdo marcados com asterisco.

Os loci MAT de Diaporthe e seu anamorfo Phomopsis diferem em apenas
um gene. Para diagnosticar mating types em Diaporthe e Phomopsis, avaliar a

sua utilidade na inducéo teleomorfo in vitro e delimitacdo de espécies bioldgicas,
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Santos et al. (2010), desenharam primers que amplificam parte do gene MAT 1-
2-1 e MAT1-1-1.

Alguns fungos ascomicetos esporulam tanto sexual quanto
assexuadamente. No entanto, esporos sexuais (ascosporos) sdo envolvidos
dentro de um asco o qual pode conter quatro ou oito ascésporos dependendo da
espécie. Em Pezizomycotina, 0 asco estd em um ascocarpo, que é classificada
em diferentes estruturas conhecidas como um cleistotécio (ascocarpo fechado
encontrado em Aspergillus nidulans), peritécio (semelhante a uma garrafa
encontrado em Neurospora spp.), apotécio (estrutura aberta em forma de taca)
e pseudotécio. Este tipo € semelhante a um peritécio, mas 0s ascos nao sao
regularmente organizados. A estrutura possui uma parede dupla que se expande
guando absorve agua e expulsa os esporos promovendo a sua dispersao. Entre
os fungos com esse tipo de estrutura estdo espécie do género Phyllosticta e
Venturia inequallis. Ao contrario dos euascomycetes, Saccharomyces cerevisiae
e Candida spp. ndo apresentam um ascocarpo (LEE et al., 2010).

Bohm et al. (2013) descreveram somente recentemente a reacéo sexual
de um dos fungos mais importantes para a biotecnologia, Penicillium
chrysogenum, que vem sendo estudado ha quase 80 anos, isto demonstra a
grande dificuldade de inducéo da fase sexual em condi¢cdes de laboratoério para
algumas espécies. Neste estudo, foram testados diferentes meios de cultura,
como os descritos como indutores da reacdo sexual em Aspergillus fumigatus
(O'GORMAN et al., 2009). Nas condicdes testadas, mesmo com o tempo de
cinco semanas a trés meses de cultura pareada, o cleistotécio ndo se formou em
todos os cruzamentos que apresentavam zona de contato entre parceiros
opostos de mating type. Os dados deste estudo mostram que os resultados
obtidos para P. chrysogenum sé@o de um significado mais amplo porque indicam
gue a recombinacdo sexual também pode ser viavel para outros fungos
filamentosos de importancia econdmica que Sse presumem apresentar
exclusivamente reproducéo assexuada. A descoberta recente da reacao sexual
deste fungo de grande importancia econémica mostra a dificuldade de se obter
a reproducao sexual in vitro, mesmo com um fungo extremamente estudado

como Penicillium (BOHM et al., 2013). Esta descoberta ha algumas décadas,



29

teria aberto novas possibilidades de obtenc&o de linhagens altamente produtoras
de penicilina por recombinagao.

Outra questao interessante é se existe uma associacdo entre o tipo de
mating type e viruléncia. Um estudo recente mostrou uma frequéncia de quatro
vezes maior de MAT1-1 de gendtipos MAT1-2 em isolados de
Aspergillus  fumigatus (ALVAREZ-PEREZ et al, 2009). Assim, mais
investigacBes sobre a possivel ligacdo entre o tipo de mating type e outras
caracteristicas sdo importantes.

O género Aspergillus, que inclui tanto espécies sem reacdo sexual
conhecida e outras com esta reacao ja observada, fornece dados robustos para
estudar a evolucao da reproducdo sexuada em fungos. O fato de A. fumigatus e
A. parasiticus ainda manter reacdes sexuais pode nos fornecer dados para a
compreensao sobre o potencial da reproducdo sexual comparada a assexuada.
Estes resultados também facilitam a investigacdo sobre a base genética da
patogenicidade e resisténcia a fungicidas de A. fumigatus e A. parasiticus com o
objetivo de melhorar os métodos de controle de doencas como aspergilose e
contaminacao por micotoxinas (LEE et al., 2010).

Rego e Oliveira (2007) elucidaram a podriddo negra da videira causada
por Phyllosticta ampelicida (teleomorfo Guignardia bidwellli) descrevendo o
possivel ciclo da doenca em Portugal e considerando a importancia de se
analisar aspectos como o desenvolvimento dos ascOsporos, para a obtencéo de
dados que facilitam um diagndstico mais rapido da doenca.

A reacdo sexual de Phyllosticta citricarpa, causador da Mancha Preta dos
Citros (MPC), considerada a pior doenca fungica em citros na atualidade, tem
papel fundamental nos processos de infeccdo e colonizacdo deste fungo
(FIGURA 2). Portanto, é importante o entendimento deste ciclo, pois este
conhecimento poderé levar a definicdo dos melhores caminhos para o controle

desta doenca e ainda como o fungo interage com a planta, considerando que a



30

7

participacdo dos ascosporos € importante para o ciclo da MPC.

Mudas contaminadas
OuU ascOsporos

Queda de folhas

Folhas em decomposigio no solo

inverno ¢ 4
primavera =4
,r'} ) B ; Tim
/ " ASCOSPOROS
= 1 Inicio das
— =——.  chuvas Felo Ar - longa distancia

Pseudotécio

-
Sobreposicao de frutos infectados j"——.'-c:,

com a nova florada

i T il T Superficie de folhas,
Desenvolvimento dos : g 1‘ o ramos, frutos

sintomas no inicio do i h‘ﬂi‘ —
inverno - % G
picnidio CONIDIOS
" 4

Respingo de chuva - curta distancia

T Fase latente e

FIGURA 2 - CICLO DA MANCHA PRETA DOS CITROS EM CAMPO
FONTE: SEAB

Neste trabalho foram investigados os mecanismos que desencadeiam a
reacdo sexual entre isolados de Phyllosticta citricarpa, obtidos de diferentes
regides geograficas e hospedeiros, buscando reconhecer sistemas de
compatibilidade existentes. Genes envolvidos na reacdo sexual (mating types)
foram identificados apés a construcdo de primers especificos para esta espécie,
com o objetivo de caracterizar este importante fitopatbgeno quanto a dinamica
de recombinacdo possivel em campo. As amplificacbes especificas foram
aplicadas de forma a investigar a distribuicdo de ambos os mating types entre
isolados do campo e assim abordar uma questao importante no ciclo da Mancha

Preta dos Citros, a fase sexual do fungo dentro do ciclo da doenca.



2 MATERIAL E METODOS
Os isolados fungicos (QUADRO 1) utilizados pertencem ao acervo biolégico do Laboratério de Genética de Microrganismos

(LabGeM) da Universidade Federal do Parana, Curitiba, Parand, Brasil.

Método de
Isolado Espécie Localidade Substrato | Hospedeiro compatibilidade
LGMF1 Phyllosticta capitalensis Conchal - SP Fruto Lima &cida (Lim&o Thaiti); Citrus latifolia 1,23
LGMF2 Phyllosticta capitalensis Conchal - SP Folha Lima &cida (Lim&o Thaiti); Citrus latifolia 12
LGMF3 | Phyllosticta capitalensis Conchal - SP Fruto | Lima &cida (Lim&o Thaiti); Citrus latifolia 1,23
LGMF4 | Phyllosticta citricarpa Conchal - SP Folha | Lima 4cida (Lim&o Thaiti); Citrus latifolia |1 2 3
LGMF5 | Phyllosticta citricarpa Conchal - SP Fruto | Lima &cida (Lim&o Thaiti); Citrus latifolia 1,236
LGMF6 | Phyllosticta citricarpa Conchal - SP Fruto | Laranja Pera; Citrus sinensis L. Osbeck 12,3457
LGMF8 Phyllosticta citribraziliensis | Rio Negro - PR Folha Lim&o; Citrus sp 12
LGMF13 | Phyllosticta citricarpa Paranavai - PR Folha Laranja; Citrus sinensis L. Osbeck 1
LGMF20 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Laranja; Citrus sinensis L. Osbeck 12
LGMF22 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Laranja; Citrus sinensis L. Osbeck 1
LGMF24 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Laranja; Citrus sinensis L. Osbeck
LGMF25 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Laranja; Citrus sinensis L. Osbeck
LGMF28 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Laranja; Citrus sinensis L. Osbeck
LGMF30 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Laranja; Citrus sinensis L. Osbeck
LGMF31 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Laranja; Citrus sinensis L. Osbeck
LGMF32 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Laranja; Citrus sinensis L. Osbeck
LGMF33 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Laranja; Citrus sinensis L. Osbeck
LGMF34 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Laranja; Citrus sinensis L. Osbeck
LGMF35 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Laranja Pera; Citrus sinensis L. Osbeck
LGMF36 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Laranja Pera; Citrus sinensis L. Osbeck 123
LGMF38 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco
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LGMF40 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco | 1
LGMF41 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco | 3
LGMF44 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco
LGMF45 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco
LGMF46 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco
LGMF48 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco | 4 5
LGMF49 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto | Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco | 4 ©
LGMF50 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco
LGMF52 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco | 3;
LGMF54 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco
LGMF55 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco
LGMF56 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco
LGMF57 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco
LGMF59 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco
LGMF60 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco
LGMF61 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco
LGMF62 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco
LGMF64 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco
LGMF65 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco
LGMF66 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco
LGMF67 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco
LGMF69 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco
LGMF72 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco | 1
LGMF74 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco
LGMF75 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco
LGMF76 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco | 11 3 6
LGMF78 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco
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LGMF80 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco
LGMF81 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco
LGMF82 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco
LGMF83 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco
LGMF85 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco
LGMF86 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco | 1
LGMF87 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco
LGMF88 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco
LGMF89 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco
LGMF90 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco
LGMF91 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco
LGMF92 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco | 1; 3
LGMF93 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF96 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF97 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF98 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF101 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF102 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF103 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF104 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF105 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF106 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF108 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF109 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF110 | Phyllosticta citricarpa Ribeiro dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF111 | Phyllosticta citricarpa Ribeir&o dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco | 1
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LGMF112 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF113 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF114 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco | ©
LGMF117 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF119 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF122 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF123 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco | /
LGMF124 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF127 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF128 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF129 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF130 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco | ©
LGMF131 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF132 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF133 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF134 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF135 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF136 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF140 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco | 4 % 7
LGMF141 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF143 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF144 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF145 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF146 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF147 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF148 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco | 4 ®
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LGMF149 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF150 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF151 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF152 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF153 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF154 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco |1 3
LGMF157 | Phyllosticta capitalensis Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF158 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF159 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco | 7
LGMF160 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF161 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF162 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco | 7
LGMF164 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF165 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF167 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF169 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF170 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco |/
LGMF171 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF173 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF174 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF175 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF177 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF179 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF180 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF181 | Phyllosticta capitalensis Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco | 1 2
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LGMF183 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF187 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto | Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco |1 3
LGMF189 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto | Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco |1 3
LGMF193 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF194 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF202 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF203 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF204 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF205 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF206 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF209 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF210 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF211 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF227 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo do Scheffer - Cerro Azul | Folha Laranja; Citrus sinensis L. Osbeck

LGMF231 | Phyllosticta capitalensis Pompéia Folha Laranja; Citrus sinensis L. Osbeck 12
LGMF237 | Phyllosticta capitalensis Nova América da Colina Folha Laranja; Citrus sinensis L. Osbeck

LGMF241 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo do Scheffer - Cerro Azul | Folha Lim&o Cravo; Citrus limonia Osbeck 1
LGMF243 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo do Scheffer - Cerro Azul | Folha Lim&o Cravo; Citrus limonia Osbeck

LGMF245 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo do Scheffer - Cerro Azul | Folha Lim&o Cravo; Citrus limonia Osbeck 7
LGMF246 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo do Scheffer - Cerro Azul | Folha Lim&o Cravo; Citrus limonia Osbeck

LGMF247 | Phyllosticta citricarpa Ribeir&o do Scheffer - Cerro Azul | Folha | Lim&o Cravo; Citrus limonia Osbeck 7
LGMF248 | Phyllosticta citricarpa Ribeir&o do Scheffer - Cerro Azul | Folha | Lim&o Cravo; Citrus limonia Osbeck

LGMF251 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo do Scheffer - Cerro Azul | Folha | Lim&o Cravo; Citrus limonia Osbeck

LGMF252 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo do Scheffer - Cerro Azul | Folha | Lim&o Cravo; Citrus limonia Osbeck 7
LGMF254 | Phyllosticta citricarpa Ribeir&o do Scheffer - Cerro Azul | Folha | Lim&o Cravo; Citrus limonia Osbeck 7
LGMF255 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo do Scheffer - Cerro Azul | Folha Lim&o Cravo; Citrus limonia Osbeck
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LGMF256 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo do Scheffer - Cerro Azul | Folha Lim&o Cravo; Citrus limonia Osbeck 7
LGMF258 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo do Scheffer - Cerro Azul | Folha Lim&o Cravo; Citrus limonia Osbeck

LGMF262 | Phyllosticta capitalensis Cerro Azul Folha Lima &cida (Lim&o Thaiti); Citrus latifolia 1
LGMF276 | Phyllosticta capitalensis Rolandia Folha | Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco | 1
LGMF278 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo do Scheffer - Cerro Azul | Folha | Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF279 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo do Scheffer - Cerro Azul | Folha | Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF280 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo do Scheffer - Cerro Azul | Folha Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco | 1 2
LGMF283 | Phyllosticta citricarpa Quarteirdo dos Orféos - Cerro Azul | Folha Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF285 | Phyllosticta capitalensis Quarteirdo dos Orféos - Cerro Azul | Folha | Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco | 1
LGMF293 | Phyllosticta citricarpa Quarteirdo dos Orféos - Cerro Azul | Folha Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF301 | Phyllosticta citricarpa Quarteirdo dos Orfédos - Cerro Azul | Folha Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco |1
LGMF309 | Phyllosticta citricarpa Quarteirdo dos Orféos - Cerro Azul | Folha Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco |1 3
LGMF315 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Folha | Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco
LGMF364 | Phyllosticta capitalensis Cerro Azul Folha Manga; Mangifera indica
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QUADRO 1 - ISOLADOS UTILIZADOS NAS AMPLIFICACOES DOS GENES MAT E TESTES DE COMPATIBILIDADE DE DIFERENTES REGIOES DO
BRASIL, DIFERENTES HOSPEDEIROS E SUBSTRATOS.
FONTE: A autora (2014).



2.1 COMPATIBILIDADE VEGETATIVA

2.1.1 Método 1

38

Para a primeira analise de compatibilidade vegetativa, foi utlizada a

metodologia descrita por Burgess et al. (2009) onde seis isolados sao inoculados

simultaneamente em uma placa de petri de forma que todos tém a oportunidade

de contato com todos, conforme diagrama na Figura 3 A. Foram utilizados

isolados de nove diferentes regides e nove hospedeiros crescidos em meio

Citros (28g/L de folhas de citros lavadas, 20g/L de glicose, 15g/L de Agar, pH

5,8) que estéo identificados no Quadro 1. O experimento foi avaliado a cada 15

dias, até 90 dias. A analise de compatibilidade foi feita por inspecao visual, com

0 auxilio de um microscépio estereoscépico, em aumento de 40 vezes.

\B/
0a0
020

[ F A

Table 1. The pairing schedule for 31 isolates in which each
isolate is paired with itself and all other isolates in 31 Petri
dishes.’

Plate no. Position on template
A B Cc D E F
1 1 2 3 4 5 6
2 1 7 a8 ] 0 11
3 1 12 13 14 5 16
4 1 17 18 19 20 21
5 1 22 23 24 25 26
6 1 27 28 29 30 3
7 2 7 12 17 22 27
8 2 8 13 18 23 28
9 2 9 14 19 24 29
10 2 10 15 20 25 30
1" 2 11 16 21 26 A
12 3 7 13 19 25 3
13 3 8 14 20 26 27
14 3 9 15 21 22 28
15 3 10 16 17 23 29
16 3 1 12 18 24 30
17 4 7 14 21 23 30
18 4 8 15 17 24 3
19 4 9 16 18 25 27
20 4 10 12 19 26 28
21 4 11 13 20 22 29
22 5 7 15 18 26 29
23 5 8 16 19 22 30
24 5 9 12 20 23 H
25 5 10 13 21 24 27
26 5 11 14 17 25 28
27 6 7 16 20 24 28
28 6 a8 12 21 25 29
29 6 9 13 17 26 30
30 6 10 14 18 22 3
N 6 11 15 19 23 27
This 1 allows for cross checking (l.e., if isolate 1 has same
VCG late 11 and isolate 25 then isolate 11 and 25 should

also be compatible)

FIGURA 3— MODELO EXPERIMENTAL DE BURGESS et al. (2009).
Notas A: representa a disposi¢éo dos isolados na placa de Petri. B: combinagdes possiveis entre

0s isolados nas placas.
FONTE: O autor (2012) A e Burgess et al. (2009) B.
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2.1.2 Método 2

Foi desenvolvido com dois ou quatro isolados por placa e realizado nas
seguintes condicdes: placas de Petri divididas em quatro quadrantes, com quatro
discos de folha de 10 mm de citros autoclavadas, em meio Agar-agua acrescido
de 10% de Meio Completo e vedadas com uma camada de fita adesiva e outra
de filme plastico PVC (FIGURA 4). Os isolados utilizados estdo descritos no
Quadro 1, e foram inoculados de tal forma que o encontro entre eles ocorresse
no meio de cultura. As placas de Petri foram incubadas a 28°C e no escuro. O
experimento foi avaliado visualmente a cada sete dias, até 60 dias. As proximas
metodologias utilizadas para avaliar a compatibilidade foram feitas de forma
semelhante, porém com os isolados diferentes inoculados no extremo do mesmo
disco de folha.

FIGURA 4 - MODELO DE PLACA DIVIDIDA EM QUATRO QUADRANTES MOSTRANDO
DISCOS DE FOLHA DE CITROS, ONDE FORAM INOCULADOS OS ISOLADOS.
FONTE: A autora (2011)
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2.1.3 Método 3

Foram utilizadas placas de Petri divididas em quatro quadrantes, com
quatro discos de folha autoclavados, em meio Agar-4gua sem meio completo,
vedadas com uma camada de fita adesiva e outra de filme plastico. Os isolados
utilizados estéo descritos no Quadro 1. As placas foram incubadas a 28°C e no
escuro. O experimento foi avaliado a cada 7 dias, até 60 dias. A analise de
compatibilidade foi feita por inspecédo visual, com o auxilio de um microscépio

estereoscopico, em aumento de 40 vezes.

2.1.4 Método 4

Foram utilizadas placas de Petri divididas em quatro quadrantes, com
qguatro discos de folha autoclavados, em meio aveia, sem meio completo,
vedadas com uma camada de fita adesiva e outra de filme plastico. Placas foram
incubadas a 28°C e escuro. Os isolados utilizados estao descritos no Quadro 1.
Estes isolados foram selecionados por Montenegro (2010). O experimento foi
avaliado a cada sete dias, até 60 dias. A andlise de compatibilidade foi feita por
inspecdo visual, com o auxilio de um microscopio estereoscopico, em aumento

de 40 vezes.

2.1.5 Método 5

Foram utilizadas placas de Petri divididas em quatro quadrantes, com
guatro discos de folha autoclavados, em meio Aveia acrescido de biotina (6,4
ug/L). Esta vitamina € também essencial para o desenvolvimento sexual em
certas espécies de Chaetomium e Sordaria (O’'GORMAN et al., 2009; BOHM et
al., 2013). As placas foram vedadas com uma camada de fita adesiva e outra de
filme plastico (BOHM et al., 2013). Os isolados utilizados estdo demonstrados no
Quadro 1. As placas foram incubadas a 28°C e no escuro. O experimento foi

avaliado a cada 7 dias, até 90 dias. A analise de compatibilidade foi feita por



41

inspecao visual, com o auxilio de um microscopio estereoscopico, em aumento

de 40 vezes.

2.1.6 Método 6

Este método foi descrito por O'GORMAN et al. (2009) e apresenta as
seguintes condicdes: placas de Petri divididas em quatro quadrantes, com quatro
discos de folha autoclavados, vedadas com uma camada de fita adesiva e outra
de filme pléstico PVC, testando diferentes meios de cultura e incubadas a 25°C
e 28°C, temperaturas definidas neste trabalho. Linhagens utlizadas estao
descritas no Quadro 1. As placas incubadas a 25°C foram submetidas a
fotoperiodo 12h/12h. Os meios de cultura foram variados para oferecer
diferentes condi¢des aos fungos. Os meios testados foram: Agar-agua; Agar-
agua acrescido de 10% de meio completo; Aveia; Aveia acrescido de biotina;
BDA pH5,8 e 6,8; Citros pH5,8; Meio completo pH 5,8 e 6,8; Czapek pH7,2; MEA
pH5,8. O experimento foi avaliado a cada 7 dias, até 90 dias. A analise de
compatibilidade foi feita por inspecéo visual, com o auxilio de um microscopio
estereoscopico, em aumento de 10 vezes. Apos 25 dias foram feitas laminas
para visualizagdo em microscopio binocular Olympus BX40 com camera de
captura DP0O71 de 12 megapixels acoplada e o de analise DP manager
(disponibilizado pelo fabricante da camera).

Para os experimentos 2.1.7 e 2.1.8 as linhagens foram selecionadas de
acordo com resultados moleculares obtidos por PCR, utilizando-se os primers

especificos para os loci MAT de Phyllosticta citricarpa (QUADRO 3).

2.1.7 Método 7

As condicdes estabelecidas foram: placas de Petri divididas em quatro
guadrantes, com quatro discos de folha autoclavados, vedadas com camada de

parafilm, em meio completo pH 5,8 incubadas a 25°C submetidas a fotoperiodo
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12/12h. As linhagens utilizadas estao descritas no Quadro 1. O experimento foi
avaliado a cada 7 dias, até 60 dias de incubacgéo. A andlise de compatibilidade
foi feita por inspec¢éo visual, com o auxilio de um microscopio estereoscoépico,
em aumento de 40 vezes.

Todas as andlises de compatibilidade cruzamento em placa foram
avaliadas periodicamente para a verificacdo do desenvolvimento de
pseudotécio, a fim de identificar a fase sexual da Phyllosticta citricarpa in vitro.
As placas foram avaliadas até a desidratacao total do meio de cultura.

2.2  IDENTIFICACAO DOS LOCI de mating types

Foram utilizados varios isolados de P. citricarpa (Quadro 1) para a
identificacdo dos loci de mating types. Estes isolados foram selecionados com
base nos resultados obtidos nos experimentos de compatibilidade.

2.2.1 Triagem com primers degenerados para MAT 1-1-1 e MAT 1-2-1.

A partir dos métodos 3 a 6 as linhagens utilizadas nos experimentos foram
selecionadas e submetidas a testes de amplificacdo dos genes por PCR. Foram
utilizandos primers degenerados (QUADRO 2) e as condi¢des de amplificacéo
descritas por Santos et al. (2010). Visando avaliar a melhor temperatura de
anelamento para os pares de primers propostos, foi realizada uma PCR com

gradiente de temperatura de anelamento, variando entre 54°C e 66°C.
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Primers
Genes
Sequéncia5™- 3

MAT 1-1-1RV (5-GTCTMTGACCARGACCATG-3’)
MAT 1-1-1

MAT 1-1-1FW (5-GCAAMIGTKTIKACTCACA-3’)
MAT 121 MAT 1-2-1RV (5-TTGACYTCAGAAGACTTGCGTG-3')

MAT 1-2-1FW (5-GCCCKCCYAAYCCATTCATC-3’)

QUADRO 2 - PRIMERS DEGENERADOS UTILIZADOS NA AMPLIFICAQAO MAT 1-1-1 E MAT
1-2-1.

FONTE: Santos et al. (2010).

Nota: Y=Citosina / Timina; K=Guanina / Timina; M= Adenina / Citosina; R= Adenina / Guanina I=
Adenina / Guanina.

2.2.2 Desenho de primers especificos para MAT1-1-1 e amplificacdo por PCR

Para a construcao de primers especificos de detec¢ao dos tipos de mating
type para P. citricarpa, foi realizada uma analise in silico com o auxilio da
ferramenta Primer-BLAST (COULOURIS et al., 2009). Para MAT 1-1-1
(QUADRO 3) foi utilizada como base a linhagem Phyllosticta citricarpa
CGMCC3.14348 (GenBank Assembly ID: GCA_000382785.1).

A amplificagéo para MAT 1-1-1 ocorreu em uma reagéo contendo Tampéo
1X de PCR, 0,2 mM de cada nucleotideo, 1,5 mM de cloreto de magnésio, 0,2
MM de cada primer e 0,8 U de Taq DNA Polimerase, com volume final de 25 uL
e 10 ng de DNA molde. Os ciclos utilizados foram: 94°C por 30 segundos,
seguido de 40 ciclos com 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 60°C e 60
segundos a 72°C, e uma extenséo final por 10 minutos a 72°C. A avaliacao do
resultado foi em gel de agarose 1,5%, corado com GelRed® e visualizado sob
luz UV (Ultraviolet Benchtop transilluminators) e fotodocumentado (Digidoc it

software).
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2.2.3 MAT 1-2-1 desenho de primers especificos e amplificacdo por PCR

Com relacdo ao MAT 1-2-1 (QUADRO 3) foi utilizado o draft do genoma
de um isolado de P. citricarpa gentilmente cedido pelo Dr. Marcos Antonio
Machado, do Centro de Citricultura APTA Citros do IAC-Cordeirdpolis.

A amplificagéo para MAT 1-2-1 ocorreu em uma reagéo contendo Tampéo
1X de PCR, 0,2 mM de cada nucleotideo, 1,5 mM de cloreto de magnésio, 0,2
MM de cada primer (MAT-2 17R, MAT-2 17F) e 0,8 U de Taqg DNA Polimerase,
com volume final de 25 pL e 10 ng de DNA molde. Os ciclos utilizados foram:
94°C por 30 segundos, seguido de 40 ciclos com 30 segundos a 94°C, 30
segundos a 55°C e 60 segundos a 72°C, e uma extenséo final por 10 minutos a
72°C. A avaliacdo do resultado foi em gel de agarose 1%, corado com GelRed®
e visualizado sob luz UV (UltravioletBenchtoptransilluminators) e
fotodocumentado (Digidoc it software).

2.4  Sequenciamento e identificacdo do locus MAT

O DNA gendmico foi extraido pelo método fenol-cloroformio método de
Raeder e Broda (1985) adaptado por Glienke (1999) e também extracao
UltraClean® microbial DNA Isolation Kit (MO BIO®). Para o sequenciamento do
gene MAT1-2-1 e MAT1-1-1 foram utilizados na primeira PCR 0s primers
descritos no Quadro 3. Os produtos da PCR foram purificados com as enzimas
Exo 01 e Fast AP (ThermoScientific kit) conforme descricdo do fabricante. A
reacdo de sequenciamento foi realizada novamente com os primers do Quadro
3. A purificacdo do DNA foi feita por Sephadex™ G-50 DNA e a eletroforese
capilar foi realizada em sequenciador automatico de DNA modelo ABI PRISM
3500 Genetic Analyser.
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GENE Primer Sequencia 5- 3

MAT 1-1-1 MAT 01R  5'AAGAGACGTGTCGCCATTGTS3
MAT 01F 5'AGCCCTCTACGAGCTCTCAAS
MAT 07R  5'AGGAATCTGTCAAGCGGAGC3'
MAT O07F S'CCAATGTTCCTCACGTTGCG3'
MAT 09F 5S'ACGGTCGCCTTACATGACTCS
MAT 09R  5' CCGGATGATTGACCATGCCT3
MAT 16R  5'GAGGCGTGTCATTGGTAGGTS3
MAT 16F 5'GCGAAGTGGAGCATCATTGC3'
MAT19F S'CTACCAATGACACGCCTCCAzZ
MATI19R S'CGCGGTGGAATGATGAACAGS!

MAT 1-2-1 MAT 17F 5S5TGTTAATTGTTGCGCCGAGC3'
MAT 17 R 5'GAAGCGAAGGAGTTTTGGCGS

QUADRO 3 - PRIMERS DESENHADOS PARA A DETECCAO DOS loci MAT EM P.citricarpa.
FONTE: A autora (2014).

Para a confirmacao do MAT 1-1-1 foi construida uma sequéncia consenso
no programa Mega5 (TAMURA et al.,, 2010) unindo todos os fragmentos
amplificados. Para comparar as sequéncias obtidas com o banco de dados foi
utilizada a plataforma Basic Local Alignment Search Tool (BLASTx) do NCBI
(ALTSCHUL et al., 1997).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 TESTES DE COMPATIBILIDADE

A partir das metodologias testadas foi calculada a porcentagem de

compatibilidade entre os isolados testados. Dados representados no Grafico 1.
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GRAFICO 1 - PORCENTAGEM DE COMPATIBILIDADE ENTRE OS ISOLADOS TESTADOS
NAS DIFERENTES METODOLOGIAS UTILIZADAS.

NOTA: a compatibilidade foi considerada quando houve contato micelial entre os isolados.
FONTE: A autora (2014).

O método 1, Burgess et al. (2009), contribuiu com uma taxa de 65% de
compatibilidade (GRAFICO 1) entre os isolados nas condicdes testadas.
Considerando o grande namero de isolados testados nesta metodologia, obteve-
se uma porcentagem semelhante as outras metodologias. Entretanto nao
significa que esta metodologia foi eficiente para Phyllosticta. Apesar da grande
vantagem deste protocolo em ensaiar um grande numero de isolados em um
numero reduzido de placas, a presenca de muitos isolados em uma mesma placa
de Petri influenciou o crescimento micelial, alterando a morfologia dos isolados.
Sendo assim, nos proximos experimentos optou-se por inocular poucos isolados
por placa.

No método 2 as placas foram vedadas assim como citado por O’Gorman
et al. (2009) para evitar trocas gasosas e aumentar o estresse ambiental. Sob
estas condi¢cBes a reacdo sexual de P. citricarpa néo foi observada. De todas as
colénias ensaiadas, 66,7% dos isolados (GRAFICO 1) apresentaram
compatibilidade, ou seja, tiveram contato micelial.

A método 3 ocorreu sem o acréscimo de 10% de meio completo, deixando
0 meio de cultura com menos nutrientes, o que poderia forcar a realizacdo da

reacdo sexual. Obteve-se mais de 50% de contato micelial entre os isolados
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testados neste experimento, mas o fator desencadeante para a reacao sexual
nao foi contemplado.

O método 4 foi aplicado semelhante ao 3, e o critério utilizado para a
escolha dos isolados foi baseada em ensaios anteriormente descritos por
Montenegro (2010) onde estes isolados n&do produziram halo amarelo em meio
de cultura de aveia apdés aproximadamente 7 dias de crescimento no escuro
(BAAYEN et al., 2002). Portanto estes isolados poderiam ter um diferencial
realizando a reacdo sexual quando confrontados. Apés 60 dias de analise ndo
surgiram corpos de frutificacdo. Dos isolados testados apenas LGMF 06 e LGMF
49 ndo apresentaram compatibilidade. As metodologias 3, 4 e 5 apresentaram
uma taxa de 60% de compatibilidade (GRAFICO 1) nas condi¢Bes e isolados
testados em cada um dos experimentos.

Na metodologia 6 foram testados diversos meios de cultura descritos
para Aspergillus fumigatus (O’'GORMAN et al., 2009) expondo P. citricarpa aos
mais diversos nutrientes e pHs (GRAFICO 2).
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GRAFICO 2 - DIFERENTES CONDICOES E TEMPERATURAS TESTADAS PELA % DE
COMPATIBILIDADE NA METODOLOGIA 6.

Na placa de meio completo pH 5,8 sob a temperatura de 25°C e
fotoperiodo de 12/12h foi possivel verificar uma estrutura semelhante a um
pseudotécio imaturo formado entre os isolados LGMF 76 e LGMF 114, como
demonstrado na Figura 5 e 6. Estes isolados amplificaram positivamente para o

primer 17 correspondente ao MAT 1-2-1.
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Nas metodologias acima citadas a temperatura de 28°C né&o foi
satisfatoria, pois ndo ocorreu nenhuma reagédo de compatibilidade. Entéo optou-
se por realizar os experimentos seguintes nas condicbes de 25°C com
fotoperiodo 12/12h.
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FIGURA 5 - A: VISAO MACROSCOPICA DOS ISOLADOS EM PLACA SOBRE DISCO DE
FOLHA a 25°C B: DETALHAMENTO DA ZONA DE ENCONTRO DOS ISOLADOS
COMPATIBILIDADE ENTRE LGMF 76 E LGMF 114.

FONTE: O Autor (2014)
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Ap0s 25 dias foi observada uma estrutura semelhante a um pseudotécio
imaturo. (FIGURA 6).

FIGURA 6- ESTRUTURAS OBSERVADAS A PARTIR DA REACAO DE COMPATIBILIDADE
ENTRE OS ISOLADOS LGMF76 E LGMF114
FONTE: A autora (2014).

A selecédo dos isolados utilizados no método 7 foi realizada a partir do
resultado de amplificacdo dos primers construidos no presente trabalho, onde
foram selecionados isolados com produtos de amplificagéo contrastantes, como
o esperado para fungos heterotalicos. Considerando a especificidade para os
genes MAT de P. citricarpa esperava-se que confrontando isolados de mating

types opostos, a fase sexual fosse observada, porém, se a hipbtese de
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heterotalismo for confirmada, algum fator desencadeante da reacéo sexual nesta

espécie nao foi contemplado nos ensaios realizados.

3.2 ANALISES MOLECULARES

De acordo com os resultados de amplificacdo com os primers descritos
por Santos et al. (2010), o tamanho do fragmento esperado para Mat 1-1-1 seria
de 141 pb e para MAT 1-2-1 de 229 pb. As avaliagdes dos resultados das
amplificagbes foram realizadas em eletroforese com gel de agarose 1,5%,
coradas com GelRed® e visualizado sob luz UV (Ultraviolet Bench top
transilluminators) e fotografado (Digidoc it software).

As amplificacbes para o locus MAT 1-1-1 utilizando o par de primer
degenerados descrito por Santos et al. (2009) nao foi satisfatoria, ndo permitindo
0 uso dele para as amplificacfes e analises futuras pois um grande numero de
bandas inespecificas foi obtido, mesmo restringindo-se a reacdo com o0 aumento
da temperatura de anelamento e com o uso de uma Taq polimerase de alta
fidelidade.

Com relacdo ao locus MAT 1-2-1 as amplificacdes foram testadas com
gradiente de temperaturas de anelamento (FIGURA 7) mostrando que em
60,4°C as bandas estavam melhor definidas. A partir disso, seguindo as
condicBes de amplificacdo descritas por Santos et al. (2010) foram realizados
alguns testes com o isolado LGMF 76 para posterior clonagem e
sequenciamento do produto de amplificacdo utilizando o kit comercial pGEM-T

Vector (Promega).
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FIGURA 7 - GRADIENTE DE TEMPERATURA DE ANELAMENTO UTILIZANDO O ISOLADO
LGMF76 DE Phyllosticta citricarpa COM O PAR DE PRIMER MAT 1-2-1 AVALIADO EM GEL DE
AGAROSE 1,5%.

FONTE: A autora (2014).

NOTA: A amostra b121 é controle Diaporthe. Os valores sob as canaletas simbolizam a
temperatura (em graus Celsius) de anelamento na qual a amostra foi exposta.

A partir dos testes realizados com o0s primers descritos por
Santos et al. (2010) isolados foram selecionados para os métodos 3, 4, 5, 6. Nao
houve reacdes de compatibilidade entre eles, sendo assim estes primers néo

foram efetivos para amplificacées dos loci MAT de Phyllosticta citricarpa.

3.2 Desenhos de primers especificos P. citricarpa MAT1-1-1 e MAT1-2-1

A presenca de MAT1-1-1 ou MAT1-2-1 em diferentes isolados é
semelhante ao encontrado em outros Dothideomycetes heterotalicos que se
reproduzem sexualmente (COPPIN et al., 1997; PAOLETTI et al., 2007). Estes
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idiomorfos ocorreram em proporgéo diferente de 1:1. Dos 148 isolados testados,
114 isolados foram determinados MAT 1-2-1 (FIGURA 8), mostrando que dentre
os isolados testados, este mating-type € o mais comum para P. citricarpa
contrastando com os resultados obtidos com Diplodia pinea (BIHON et al., 2014).
A amplificacdo do loci mating-type de isolados de Diplodia pinea coletados em
quatro paises de quatro continentes diferentes mostrou que a frequéncia do
MAT1-1-1 para MAT1-2-1 n&o difere da proporcéo de 1:1 (BIHON et al., 2014),
0 que é esperado em popula¢gdes com cruzamentos ao acaso (PAOLETTI et al.,
2007; GROENEWALD et al., 2006). Ainda segundo Bihon et al. (2014) os
resultados sao surpreendentemente consistentes dado que as populacdes

estudadas foram em locais onde o patdgeno foi introduzido.

Ladder 96 97 98 103 104 105 109 113 115 119 124, 127128 129 131 132 140 141 143 144 149 150,151 Ladder’

e
o

FIGURA 8- PRODUTOS DA AMPLIFICACAO DO GENE MAT 1-2-1 EM LINHAGENS DE
P.citricarpa EM GEL DE AGAROSE 1%

FONTE: O Autor (2014)

NOTA: A banda esperada tem 85 pb. O marcador Ladder € de 100pb e a banda destacada tem
500pb. Os numeros acima das canaletas correspondem ao cédigo LGMF que identificam os
isolados pertencentes ao material biolégico do LabGeM.

Dos isolados testados 4, amplificaram com o primer 17 (QUADRO 3),
apresentando duas bandas, como mostrado na Figura 8. Para realizar o
sequenciamento dos produtos amplificados, foi utilizado o vetor de clonagem
pGEM-T Vector (Promega) protocolo do fabricante. As sequéncias obtidas foram
comparadas com as depositadas no banco de dados Genbank com o auxilio da
ferramenta BLASTx (ALTSCHUL et al., 1997), obtendo-se similaridade com a
proteina de dominio HMG relacionado ao MAT1-2-1. Portanto estes isolados
foram efetivamente considerados como pertencentes ao grupo dos isolados com

mating type 1-2-1.
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Ladder 62 87 110 117 122 123 147 204 211 279 B

FIGURA 9 - ISOLADO DESTACADO MOSTRANDO DOIS PRODUTOS DE AMPLIFICACAO
OBTIDOS COM O PAR DE PRIMER 17.
FONTE: A autora (2014).

- A6 110 140 162 245 257 B 06 76110140 162 245257 B 06 76 110 140 162 245257 B 06 76 110 140162 245 257 B 06 76 110140 162 245 257 B

FIGURA 10 - PRODUTOS DA AMPLIFICACAO DO GENE MAT 1-1-1 EM LINHAGENS DE P.
citricarpa EM GEL DE AGAROSE 1%.

FONTE: A autora (2014).

Notas: As linhagens utilizadas sdo: LGMF 06, 76, 245 e 256 as quais amplificaram com o primer
17 (controle negativo). As LGMF 110, 140 e 162 ndo amplificaram com o primer 17. "B" sdo os
brancos. Em verde primer 1 (356 pb), azul primer 7 (330 pb), vermelho primer 9 (396 pb); preto
primer 16 (306 pb); marrom primer 19 (85 pb)

Levando em consideracdo as amplificacbes especificas este estudo
fornece evidéncias de que P. citricarpa € um fungo heterotalico, necessitando
dos dois mating types para a reacdo sexual. Isto é evidente a partir da
identificacdo de idiomorfos MAT contendo genes MAT1-1-1 ou MAT1-2-1.

A partir da identificacdo de isolados de mating types opostos, estes foram
selecionados para testes em placa de Petri. No entanto, o corpo de frutificacdo
sexual nédo foi observado, apesar de todas as andlises de compatibilidade para
induzi-los, com o uso de isolados de diferentes tipos de pareamentos em

diferentes condicoes.
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O fato de a reacéo sexual estar envolvida na disseminacdo da MPC e da
maior prevaléncia do MAT 1-2-1 talvez seja um indicio da importancia desse
desequilibrio. Levando-se em consideragéo a prevaléncia do tipo MAT 1-2-1 no
isolados testados, € possivel indicar que este mating type tenha algum tipo de
vantagem em relag&o ao fungo MAT 1-1-1 na relag&o de interagdo com a planta
(GRAFICO 3) (FIGURA 11). Em 2007, Bain et al. realizaram um estudo com A.
fumigatus onde também foi encontrado uma prevaléncia do MAT 1-2-1 nos
isolados analisados. Esta distribuicdo ndo equilibrada parece sugerir uma
diferenca sexual entre os tipos de A. fumigatus relacionado com sua viruléncia.
Alvarez-Pérez et al. (2009) descrevem que o estudo da possivel relagéo entre a
reproducdo sexual e viruléncia no caso de A. fumigatus e outros fungos
patogénicos, se mostra importante como um campo para concentrar pesquisas
para melhor entendimento sobre impacto e epidemiologia de doencas causadas

por estes fungos.
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GRAFICO 3 - AVALIACAO DA COLONIZACAO DOS DIFERENTES MATING TYPES DE
Phyllosticta citricarpa EM DIFERENTES VARIEDADES DE HOSPEDEIRO E SUBSTRATO.
NOTA: 1-Citrus sinensis L. Osbeck; 2-Citrus latifolia; 3-Citrus limonia Osbeck; 4-Citrus reticulata
Blanco
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MAT 1-1-1 | MAT 1-2-1 ORIGEM
Taxon Localidade Substrato | Hospedeiro Latitude, longitude

LGMF4 Phyllosticta citricarpa X | Conchal -SP Folha Lima acida (Limao Thaiti); Citrus latifolia -

LGMF5 Phyllosticta citricarpa X | Conchal -SP Fruto Lima acida (Limao Thaiti); Citrus latifolia -

LGMF6 Phyllosticta citricarpa X | Conchal -SP Fruto Laranja Pera; Citrus sinensis L. Osbeck -

LGMF20 Phyllosticta citricarpa X | Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul Fruto Laranja; Citrus sinensis L. Osbeck -24.825359,-49.261111
LGMF22 Phyllosticta citricarpa X | Ribeiréo dos Scheffer - Cerro Azul Fruto Laranja; Citrus sinensis L. Osbeck -24.825359,-49.261111
LGMF24 Phyllosticta citricarpa X Cerro Azul Fruto Laranja; Citrus sinensis L. Osbeck -24.883945,-49.283524
LGMF25 Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Laranja; Citrus sinensis L. Osbeck -24.883945,-49.283524
LGMF28 Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Laranja; Citrus sinensis L. Osbheck -24.883945,-49.283524
LGMF30 Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Laranja; Citrus sinensis L. Osbeck -24.883945,-49.283524
LGMF31 Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Laranja; Citrus sinensis L. Osbeck -24.883945,-49.283524
LGMF32 Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Laranja; Citrus sinensis L. Osbeck -24.883945,-49.283524
LGMF33 Phyllosticta citricarpa X Cerro Azul Fruto Laranja; Citrus sinensis L. Osbeck -24.883945,-49.283524
LGMF34 Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Laranja; Citrus sinensis L. Osbeck -24.883945,-49.283524
LGMF227 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo do Scheffer - Cerro Azul Folha Laranja; Citrus sinensis L. Osbeck -24.825359,-49.261111
LGMF35 Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Laranja Pera; Citrus sinensis L. Osbeck -24.615809,-49.422226
LGMF36 Phyllosticta citricarpa X Dr. Ulysses Fruto Laranja Pera; Citrus sinensis L. Osbeck -24.615809,-49.422226
LGMF38 Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Tangerina mexerica, Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF40 Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Tangerina mexerica,; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF44 Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF45 Phyllosticta citricarpa X | Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco -24.825359,-49.261111
LGMF46 Phyllosticta citricarpa X | Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica,; Citrus reticulata Blanco -24.615809,-49.422226
LGMF48 Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco -24.615809,-49.422226
LGMF49 Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco -24.615809,-49.422226
LGMF50 Phyllosticta citricarpa X | Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco -24.615809,-49.422226
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LGMF52 Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco -24.615809,-49.422226
LGMF54 Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco -24.615809,-49.422226
LGMF55 Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco -24.615809,-49.422226
LGMF56 Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco -24.615809,-49.422226
LGMF57 Phyllosticta citricarpa X | Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco -24.615809,-49.422226
LGMF59 Phyllosticta citricarpa X | Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco -24.615809,-49.422226
LGMF60 Phyllosticta citricarpa X | Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco -24.615809,-49.422226
LGMF61 Phyllosticta citricarpa X | Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco -24.615809,-49.422226
LGMF62 Phyllosticta citricarpa X | Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco -24.615809,-49.422226
LGMF64 Phyllosticta citricarpa X | Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco -24.615809,-49.422226
LGMF65 Phyllosticta citricarpa X | Dr. Ulysses Fruto Tangerina mexerica; Citrus reticulata Blanco -24.615809,-49.422226
LGMF66 Phyllosticta citricarpa X | Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul Fruto Tangerina Montenegrina; Citrus reticulata Blanco | -24.825359,-49.261111
LGMF67 Phyllosticta citricarpa X | Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul Fruto Tangerina Montenegrina; Citrus reticulata Blanco | -24.825359,-49.261111
LGMF69 Phyllosticta citricarpa X | Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul Fruto Tangerina Montenegrina; Citrus reticulata Blanco | -24.825359,-49.261111
LGMF74 Phyllosticta citricarpa X | Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul Fruto Tangerina Montenegrina; Citrus reticulata Blanco | -24.825359,-49.261111
LGMF75 Phyllosticta citricarpa X | Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul Fruto Tangerina Montenegrina; Citrus reticulata Blanco | -24.825359,-49.261111
LGMF76 Phyllosticta citricarpa X | Ribeirao dos Scheffer - Cerro Azul Fruto Tangerina Montenegrina; Citrus reticulata Blanco | -24.825359,-49.261111
LGMF78 Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina Montenegrina; Citrus reticulata Blanco | -24.615809,-49.422226
LGMF80 Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina Montenegrina; Citrus reticulata Blanco | -24.615809,-49.422226
LGMF81 Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina Montenegrina; Citrus reticulata Blanco | -24.615809,-49.422226
LGMF82 Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina Montenegrina; Citrus reticulata Blanco | -24.615809,-49.422226
LGMF83 Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina Montenegrina; Citrus reticulata Blanco | -24.615809,-49.422226
LGMF85 Phyllosticta citricarpa X | Dr. Ulysses Fruto Tangerina Montenegrina; Citrus reticulata Blanco | -24.615809,-49.422226
LGMF86 Phyllosticta citricarpa X | Dr. Ulysses Fruto Tangerina Montenegrina; Citrus reticulata Blanco | -24.615809,-49.422226
LGMF87 Phyllosticta citricarpa X | Dr. Ulysses Fruto Tangerina Montenegrina; Citrus reticulata Blanco | -24.615809,-49.422226
LGMF88 Phyllosticta citricarpa X | Dr. Ulysses Fruto Tangerina Montenegrina; Citrus reticulata Blanco | -24.615809,-49.422226
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LGMF89 Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina Montenegrina; Citrus reticulata Blanco | -24.615809,-49.422226
LGMF90 Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina Montenegrina; Citrus reticulata Blanco | -24.615809,-49.422226
LGMF91 Phyllosticta citricarpa X | Dr. Ulysses Fruto Tangerina Montenegrina; Citrus reticulata Blanco | -24.615809,-49.422226
LGMF92 Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina Montenegrina; Citrus reticulata Blanco | -24.615809,-49.422226
LGMF93 Phyllosticta citricarpa X | Ribeiréo dos Scheffer - Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.825359,-49.261111
LGMF96 Phyllosticta citricarpa X | Ribeiréo dos Scheffer - Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.825359,-49.261111
LGMF97 Phyllosticta citricarpa X | Ribeiréo dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.825359,-49.261111
LGMF98 Phyllosticta citricarpa X | Ribeiréo dos Scheffer - Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.825359,-49.261111
LGMF101 | Phyllosticta citricarpa X | Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.825359,-49.261111
LGMF102 | Phyllosticta citricarpa X | Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.825359,-49.261111
LGMF103 | Phyllosticta citricarpa X | Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.825359,-49.261111
LGMF104 | Phyllosticta citricarpa X | Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.825359,-49.261111
LGMF105 | Phyllosticta citricarpa X | Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.825359,-49.261111
LGMF106 | Phyllosticta citricarpa X | Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.825359,-49.261111
LGMF108 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.825359,-49.261111
LGMF109 | Phyllosticta citricarpa X | Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.825359,-49.261111
LGMF110 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.825359,-49.261111
LGMF111 | Phyllosticta citricarpa X | Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.825359,-49.261111
LGMF112 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan, Citrus reticulata Blanco -24.825359,-49.261111
LGMF113 | Phyllosticta citricarpa X | Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.825359,-49.261111
LGMF114 | Phyllosticta citricarpa X | Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.825359,-49.261111
LGMF115 | Phyllosticta citricarpa X | Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.825359,-49.261111
LGMF117 | Phyllosticta citricarpa X | Ribeiréo dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.825359,-49.261111
LGMF119 | Phyllosticta citricarpa X | Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.825359,-49.261111
LGMF122 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.825359,-49.261111
LGMF123 | Phyllosticta citricarpa X | Ribeirdo dos Scheffer - Cerro Azul | Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.825359,-49.261111
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LGMF124 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF127 | Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF128 | Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF129 | Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF130 | Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF131 | Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF132 | Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF133 | Phyllosticta citricarpa x | Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF134 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF135 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF136 | Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF140 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF141 | Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan, Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF143 | Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF144 | Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan, Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF145 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan, Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF146 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF147 | Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF148 | Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan, Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF149 | Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF150 | Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan,; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF151 | Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF152 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF153 | Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF154 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
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LGMF158 | Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF159 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF160 | Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF161 | Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF162 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF164 | Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF165 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF167 | Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF169 | Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF170 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF171 | Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF173 | Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF174 | Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan, Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF175 | Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan, Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF177 | Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF179 | Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan, Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF180 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan, Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF183 | Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan, Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF187 | Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan, Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF189 | Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF193 | Phyllosticta citricarpa X | Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan,; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF194 | Phyllosticta citricarpa Cerro Azul Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.883945,-49.283524
LGMF202 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.615809,-49.422226
LGMF203 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.615809,-49.422226
LGMF204 | Phyllosticta citricarpa Dr. Ulysses Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.615809,-49.422226
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LGMF205 | Phyllosticta citricarpa X | Dr. Ulysses Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.615809,-49.422226
LGMF206 | Phyllosticta citricarpa X | Dr. Ulysses Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.615809,-49.422226
LGMF209 | Phyllosticta citricarpa X | Dr. Ulysses Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.615809,-49.422226
LGMF210 | Phyllosticta citricarpa X | Dr. Ulysses Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.615809,-49.422226
LGMF211 | Phyllosticta citricarpa X | Dr. Ulysses Fruto Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.615809,-49.422226
LGMF278 | Phyllosticta citricarpa X | Ribeiréo do Scheffer - Cerro Azul Folha Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.825359,-49.261111
LGMF279 | Phyllosticta citricarpa X | Ribeiréo do Scheffer - Cerro Azul Folha Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.825359,-49.261111
LGMF280 | Phyllosticta citricarpa X | Ribeiréo do Scheffer - Cerro Azul Folha Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.825359,-49.261111
LGMF283 | Phyllosticta citricarpa X | Quarteiréio dos Orféos - Cerro Azul | Folha Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.825554,-49.261605
LGMF293 | Phyllosticta citricarpa X | Quarteiréio dos Orféos - Cerro Azul | Folha Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.825554,-49.261605
LGMF309 | Phyllosticta citricarpa Quarteirdo dos Orféos - Cerro Azul | Folha Tangerina Ponkan; Citrus reticulata Blanco -24.825554,-49.261605
LGMF241 | Phyllosticta citricarpa X | Ribeirdo do Scheffer - Cerro Azul Folha Lim&o Cravo; Citrus limonia Osbheck -24.825359,-49.261111
LGMF243 | Phyllosticta citricarpa X | Ribeirdo do Scheffer - Cerro Azul Folha Limao Cravo; Citrus limonia Osbeck -24.825359,-49.261111
LGMF245 | Phyllosticta citricarpa X | Ribeirdo do Scheffer - Cerro Azul Folha Limao Cravo; Citrus limonia Osbeck -24.825359,-49.261111
LGMF246 | Phyllosticta citricarpa X | Ribeirdo do Scheffer - Cerro Azul Folha Limao Cravo; Citrus limonia Osbeck -24.825359,-49.261111
LGMF247 | Phyllosticta citricarpa X | Ribeirdo do Scheffer - Cerro Azul Folha Limao Cravo; Citrus limonia Osbeck -24.825359,-49.261111
LGMF248 | Phyllosticta citricarpa X | Ribeirdo do Scheffer - Cerro Azul Folha Limao Cravo; Citrus limonia Osbeck -24.825359,-49.261111
LGMF251 | Phyllosticta citricarpa X | Ribeirdo do Scheffer - Cerro Azul Folha Limao Cravo; Citrus limonia Osbeck -24.825359,-49.261111
LGMF252 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo do Scheffer - Cerro Azul Folha Limao Cravo; Citrus limonia Osbeck -24.825359,-49.261111
LGMF254 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo do Scheffer - Cerro Azul Folha Lim&o Cravo; Citrus limonia Osbeck -24.825359,-49.261111
LGMF255 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo do Scheffer - Cerro Azul Folha Lim&o Cravo; Citrus limonia Osbeck -24.825359,-49.261111
LGMF256 | Phyllosticta citricarpa Ribeirdo do Scheffer - Cerro Azul Folha Lim&o Cravo; Citrus limonia Osbeck -24.825359,-49.261111

QUADRO 4 - ISOLADOS DE P.citricarpa TESTADOS PARA OS DIFERENTES TIPOS DE MATING TYPE DE DIFERENTES REGIOES DO BRASIL.
FONTE: A autora (2014).
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5  CONSIDERACOES FINAIS

Os testes de compatibilidade realizados permitiram concluir que nao sao
todos os isolados de P. citricarpa que podem crescer préximos o suficiente ao
ponto de haver o encontro de hifas. Portanto, o contato fisico entre diferentes
isolados faz-se necessario para permitir a ocorréncia da reacdo sexual. Porém,
entre outros isolados foi observada compatibilidade dependente do método
empregado. Outro resultado com interpretacdo complexa foi a obtencdo da
estrutura semelhante a um pseudotécio imaturo entre os isolados LGMF 76 e
LGMF 114. Apés o teste de compatibilidade, estes isolados foram utilizados para
amplificacdo dos genes de mating type para primers construidos no presente
estudo. Surpreendentemente, ambos amplificaram para o gene MAT 1-2-1.
Desta forma, a estrutura observada ndo € um pseudotécio imaturo ou P.
citricrapa néo € heterotalico ou até mesmo o método para identificar os genes
MAT 1-1-1 e MAT 1-2-1 nao foi eficiente. Pode estar sendo identificado partes
remanescentes de um destes genes, mas que nao nhecessariamente estdo
integros e ou sao funcionais. Outros genes de mating types estdo sendo

investigados no genoma deste fungo na expectativa de elucidar esta questao.
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RESUMO

Os ascoésporos, esporos da fase sexuada de Phyllosticta citricarpa
desempenham um papel importante no ciclo da Mancha Preta dos Citros (MPC).
As condi¢cBes naturais que supostamente influenciam na producéo e liberagcéo
destes esporos foram recriadas em laboratério com o desenvolvimento de caixas
com temperatura, ventilacdo e umidade controlada. Plantas axénicas, com
aproximadamente dois meses, foram plantadas em substrato especifico para
citros e tecidos contaminados com o fitopatdégeno, coletados em areas com alta
incidéncia de MPC na regido do Vale do Ribeira, no Parana, foram depositados
dentro da caixa. Acredita-se que tanto ascosporos quanto picnidiésporos sejam
fonte de inoculo responsaveis pela MPC. As duas estruturas germinam na
superficie de érgdos suscetiveis contribuindo para o aumento da doenca nos
pomares. Armadilhas caca-esporos foram colocadas dentro da caixa e avaliadas
semanalmente. Nao foram identificados ascésporos e picnidiosporos de P.
citricarpa. Folhas das plantas citricas foram desinfestadas superficialmente e
deste tecido foi realizada a extracdo de DNA. Foi possivel confirmar a
colonizacdo das plantas axénicas da caixa com folhas contaminadas pelo
fitopatdgeno, por P. citricarpa apdés PCR espécie-especifica para este fungo. A
caixa tratamento com fragmentos de casca de frutos com lesdo, ndo gerou
resultados positivos de amplificacdo pela PCR espécie-especifica, o que
confirma que frutos contaminados caidos no pomar ndo séo capazes de infectar
a planta citrica.

Palavras chave: mecanismos de contaminacdo, dispersdo de esporos,

Mancha Preta dos Citros, ciclo biolégico, P.citricarpa.
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ABSTRACT

The ascospores, spores of Phyllosticta citricarpa sexual stage have an important
role on the Citrus Black Spot (CBS) sexual cycle. Natural conditions that
supposedly have some influence on the production and release of these spores
were recreated in a laboratory with the development of boxes with controlled
conditions of temperature, air and humidity. Two-month old axenic plants were
planted in specific substrate for citrus and contaminated tissues with the
phytopathogen, collected in areas with high incidence of CBS in Vale do Ribeira
region, Parana state, were placed inside the box. It is believed that both the
ascospores and the picnidiophores are a source of inoculum responsible for the
CBS. Both structures germinate on the surface of susceptible organs contributing
to the rise of the disease in fruit orchards. Spore traps were placed inside the
box and held weekly. P. citricarpa ascopores and picnidiophores were not
identified. Leaves of citrus trees were superficially sterilized and a DNA extraction
was performed. It was possible to confirm the axenic plants colonization in the
box contaminated with P. citricarpa after species-specific PCR for this fungus.
The treatment box with peel fragments from fruits with lesions did not produce
positive results through PCR which confirms that contaminated fallen fruit in the
orchard are not capable of infecting the citrus plant.

Key words: contamination mechanisms, spores dispersion, Citrus Black

Spot, biological cycle, P.citricarpa.
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1 INTRODUCAO

1.1 MANCHA PRETA DOS CITROS (MPC)

Relatos da doenca Mancha Preta dos Citros (MPC) foram descritos em
1895 na Austrdlia, ocasionando elevadas perdas na producédo e pds-colheita de
plantas citricas, especialmente laranja. Por volta da década de 30, a enfermidade
foi encontrada na regido litordnea da provincia de Transvaal, tornando
impréprios para a exportacdo mais de 90% dos frutos de pomares néo protegidos
(ROBBS, 1990). A MPC apresenta uma ampla distribuicdo geogréfica, registrada
na Africa, Asia, Oceania, América Central, América do Sul e Antilhas (ROBBS;
BITTENCOURT, 1995).

Em abril de 2010, a preocupacéao de citricultores do estado da Florida, nos
Estados Unidos da Ameérica, aumentou com a chegada da MPC em seus
pomares e pelo reconhecimento por parte de governo. Alguns pesquisadores ja
verificaram que frutas da regido estao infectadas com a doenca e expressam
preocupacdo com a falta de medidas eficientes para o controle da MPC
(BOUFFARD, 2010).

Em decorréncia da néo existéncia da MPC no continente europeu, esta
doenca é classificada como quarentenaria Al para os paises da Unido Européia,
limitando significativamente a possibilidade de exportacdo de frutos in natura
(SOUZA; GOES, 2010).

No Brasil, a primeira descricdo da doenca foi em 1940, em frutos
coletados em Piracicaba, Sdo Paulo. Em 1980 a doenca ressurgiu no Rio de
Janeiro e na década de 90 foi identificada atingindo o municipio de Conchal, uma
importante  regido citricola do Estado de S&o Paulo (GOES;
FEICHTENBERGER, 1993). A disseminacdo da MPC ocorreu de forma muito
rdpida e encontra-se presente, de forma endémica, em mais de quarenta
municipios produtores do Estado de Sdo Paulo (BALDASSARI et al., 2001).

As medidas de controle da MPC em campo incluem a aplicacdo de
fungicidas, a erradicacao de plantas e frutos afetados e a protecdo de pomares
sadios, fatores que fazem parte do ciclo da doenca (FUNDECITRUS, 2007)
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(FIGURA 1). Sugere-se a eliminagdo dos frutos afetados antes do inicio da
florada, suprimindo a principal fonte de indculo representada pelos picnidios
(ROBBS; BITTENCOURT, 1995). O controle quimico com fungicidas, além de
antiecondémico, nao é totalmente eficaz contra a doenca. Porém, é necessario
recorrer a este recurso quando a MPC ataca de forma severa e quando a
produc&o destina-se ao consumo da fruta fresca (SPOSITO, 1999). O principal
problema da utilizacdo sucessiva destes produtos € a selecao de linhagens
resistentes, conforme observado na Africa do Sul (HERBERT; GRECH, 1985).

O fungo Phyllosticta citricarpa, causador da MPC, foi capaz de crescer em
meio de cultura mesmo ap6s adi¢do do fungicida estrobirulina na concentragcéo
de 10 ug/uL, apesar de apresentar uma reducéo na taxa de esporulagéo, quando
comparada com linhagens cultivadas sem esse composto. Quando linhagens do
fungo foram testadas com fungicida benomil, até uma concentracdo de apenas
0,5 pg/uL foi capaz de parar o crescimento micelial de 90% das colénias testadas
(POSSIEDE et al., 2009).



Como a doenca ocorre no campo

- em folhas de citros infectadas

pelo fungo que caem ao solo e
entram em decomposicao, sao
formados os esporos sexuais do
fungo (ascosporos), que sao
dispersos pelo vento. Os ascosporos
sao responsaveis por infectar
ramos, folhas e frutos de diferentes
plantas;

curta distancia por agua de chuva,
orvalho ou irrigagdo. Os conidios
podem infectar ramos, folhas e
frutos e sao os responsaveis pelo
aumento da doenca na planta;

3- em folhas caidas ao solo
infectadas tanto por conidios
quanto por ascosporos, formam
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novos esporos do fungo, dando

2- em ramos e em frutos continuidade ao ciclo da doenca.
infectados, sao formadas lesoes 3

que produzem no seu interior os

esporos assexuais do fungo

(conidios), que sao dispersos a

folha em decomposicao infectade
com o esporo do fungo

FIGURA 1: CICLO DA MANCHA PRETA DOS CITROS EM CAMPO
FONTE: Manual Técnico: Pinta Preta — Fundecitrus (2007)

1.2 O Género Phyllosticta

O género Phyllosticta foi descrito em 1982 por Viala e Ravaz, e
compreende as formas teleomorficas de espécies denominadas anteriormente
de Guignardia e de alguns outros géneros relacionados de fungos mitospéricos
geralmente saprofitos ou semiparasitas de folhas (SIVANESAN, 1984). O género
sofreu uma reclassificacdo influenciada pela Declaragdo de Amsterdd de
Nomenclatura Fungica (HAWKSWORTH et al., 2011), onde foi determinado que
os fungos fossem nomeados com um Unico nome, ndo mais como era feito
anteriormente quando utilizava-se uma nomenclatura para fase sexual e outra

para a fase assexual.
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Crous et al. (2006) realizaram analises filogenéticas comparativas de
sequéncias de DNA, que influenciaram a mudancgas na sistematica da familia
Botryosphaeriaceae. Entdo em 2012, Liu et al. mostrou um grupo distinto da
familia Botryosphaeriaceae, sugerindo a inclusdo de Phyllosticta em uma nova
familia Phyllostictaceae. A nova familia foi descrita baseada em andlise
morfologica e multigénica (SLIPPERS et al.,, 2013; WIKEE et al., 2013) e
portanto, Phyllosticta citricarpa € considerada pertencente a familia
Phyllostictaceae.

Diversos autores isolaram espécies de Phyllosticta de plantas
aparentemente sadias, descrevendo-as como endofiticas (PETRINI, 1986;
LEUCHTMANN et al., 1992; GLIENKE, 1995;). No entanto, existe um grande
numero de relatos citando este género como fitopatogénico de diversas culturas
com grande importancia econdmica como cana-de-acucar (PONS, 1990),
eucalipto (CROUS et al., 1993) e também frutiferas como abacate e tomate
(BAKER, 1938), manga e mamao (McMILLAN, 1986), e, principalmente, em
citros (McONIE, 1964; JOHNSTON; FULLERTON,1988).

Caracteristicas morfoldgicas e marcadores ou sequéncias de DNA vem
sendo utilizados para diferenciar fungos isolados tanto de plantas citricas sadias
como sintomaticas para a MPC. Foi possivel classificar os isolados, por
marcadores RAPD, como pertencentes as espécies Phyllosticta citricarpa,
P. capitalensis e P. spinarum (STRINGARI et al., 2009). O fato de haver alta
similaridade genética entre individuos de P. capitalensis e um isolado patogénico
de goiaba indica que a mesma espécie pode ser endofitica para um hospedeiro
e patogénica para outro (STRINGARI et al., 2009). O endéfito de citros
P. capitalensis A. J. Roy foi confundido por muitos anos com
Phyllosticta citricarpa Kiely patégeno causador da Mancha Preta dos Citros
(ROMAO et.al., 2011).

O fungo Phyllosticta citricarpa Kiely possui estroma plectenquimatoso,
pseudotécio globoso a subgloboso medindo 125 a 360 um de didmetro contendo
um poro de 14 a 16 um e paredes espessas com 20 a 22 um. Seu asco apresenta
forma de clava, arredondado na extremidade superior e € bitunicado. Contém

oito ascosporos unicelulares, hialinos, ligeiramente cinzentos, rombdides,
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contendo granulos e um grande vacuolo central. Os ascésporos sédo cobertos
com um quepe gelatinoso nas extremidades. Segundo Sivanesan (1984)
pseudoparéfises sdo encontradas em pseudotécios maduros. De acordo com
Johnston e Fullerton (1988), as formas anamorfas e teleomorfa geralmente séo
encontradas associadas.

A denominacdo das espécies em Phyllosticta € baseada principalmente
no hospedeiro do qual o fungo foi isolado e em caracteristicas morfolégicas.
Fungos do género Phyllosticta vém sendo associados a varias doencas vegetais,
inclusive a Mancha Preta de Citros. Linhagens deste género séo isoladas do
interior de tecidos de varias espécies de citros sem a MPC, ou seja, em plantas
assintomaticas, sendo entdo denominadas de endofiticas. Com o0 avanco das
técnicas de biologia molecular, vem sendo possivel tracar um perfil mais preciso
na caracterizacado destas espécies e varias classificacoes estdo sendo revistas
(VAN DER AA, 1973; SIVANESAM, 1984; PETRINI, 1986; LEUCHTMANN et al.,
1992;).

Glienke-Blanco et al. (2002), analisando a variabilidade genética de P.
citricarpa isolada de citros observaram picnidiésporos, conidiéforos, ascos
jovens, ascosporos, hifas e outras estruturas através de microscopia oOptica.
Independentemente dos métodos utilizados para deteccdo dos microrganismos
endofiticos, sdo importantes os cuidados que devem ser tomados durante o
processo de isolamento, removendo a microbiota epifitica e outros
contaminantes externos da superficie das folhas, peciolos e sementes (MOORE-
LANDECKER, 1996).

Existe uma diversidade enorme de microrganismos endofiticos presentes
no interior de plantas saudaveis com grande potencial para serem estudados.
No Brasil, exemplos desta diversidade podem ser encontrados nos trabalhos de
Pereira, Azevedo e Petrini (1993); Glienke (1995); Araujo (2000); Azevedo
(1998); Pimentel et al. (2001a); Pimentel et al. (2001b); Souza et al. (2004);
Rubini et al. (2005).

A diversidade das espécies pode variar de acordo com o hospedeiro,
distribuicdo geografica, idade da planta, condi¢cbes ecologicas e sazonais,

incluindo altitude e precipitacdo. Uma ou duas espécies sdo predominantes
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como endofiticas em um dado hospedeiro, enquanto outros isolados séo pouco
frequentes (ARNOLD et al. 2003).

Fialho (2004) avaliou in vitro, o potencial de linhagens de S. cerevisiae
como agentes no controle biolégico contra P. citricarpa. Fialho et al.,(2010)
demonstraram o potencial de produtos volateis, produzidos por seis linhagens
de S. cerevisiae, isolados de processos fermentativos na producao de etanol. As
leveduras produziram em meio BDA compostos volateis de acdo fungistatica
capazes de inibir em até 87% o crescimento micelial de Phyllosticta citricarpa,
agente causal da MPC.

Dados moleculares fornecem informacBes para que varios autores
revisem a classificacao de espécies do género Phyllosticta. Estes dados também
vém sendo utilizados para demonstrar o grande grau de variabilidade genética
intraespecifica. Blanco (1999) e Christo (2002) observaram esta variabilidade
entre linhagens isoladas de lesdo de Mancha Preta de Citros (MPC), ou seja,
linhagens de P. citricarpa, utilizando dados de RAPD. Esta variabilidade também
foi evidenciada em linhagens isoladas em plantas assintomaticas, até
recentemente descritas como Guignardia mangiferae (GLIENKE-BLANCO et al.,
2002; CHRISTO, 2002; BAAYEN et al., 2002; RODRIGUES, 2004) e atualmente
denominada Phyllosticta capitalensis (GLIENKE et al., 2011).

Em 1999, Blanco comparou geneticamente, por meio de marcadores de
RAPD, linhagens de populacdes patogénicas e endofiticas de Phyllosticta spp.
de diversas regioes e hospedeiros. Constatou-se a existéncia de trés populacdes
de Phyllosticta geneticamente muito diferentes coexistindo em citros, sendo duas
endofiticas e uma patogénica, sugerindo que talvez estas trés populacfes
pudessem pertencer a espécies distintas. O desenvolvimento de um par de
oligonucleotideo iniciador capaz de amplificar um fragmento de 370 pb,
especifico para linhagens patogénicas de G. citricarpa, veio a corroborar para
distincdo genética entre estes grupos (STRINGARI et al.,2009).

Utilizando linhagens referéncia e sequenciamento de genes como GPDH,
da regido ITS1, 5.8S, ITS2, TEF1 e ACT, Glienke et al. (2011) propdem que

Phyllosticta mangiferae é um taxon distinto de P. capitalensis.
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A espécie Phyllosticta mangiferae foi descrita na literatura como sendo o
agente causal de necrose em folhas de manga (MENEZES; OLIVEIRA, 1993),
apresentando caracteristicas morfoldégicas extremamente semelhantes as
observadas em G. citricarpa, o que tem dificultado a identificacdo de frutos e
folhas livres da MPC. Stringari (2009), utilizando caracteristicas morfolégicas e
dados moleculares de marcadores RAPD e sequenciamento da regido ITS1 e
ITS2 rDNA, analisou a variabilidade genética entre linhagens patogénicas de P.
citricarpa (isoladas de lesbes da MPC) e linhagens endofiticas de
Phyllosticta sp e G. mangiferae (isoladas de folhas assintomaticas) de diversas
regides e hospedeiros (citros, erva-mate, goiabeira e mangueira). A alta
similaridade genética entre os isolados endofiticos, sugeriu a identificacdo como
G. mangiferae (Anamorfo: Phyllosticta capitalensis), corroborando com os
estudos anteriores, onde foram utilizados como ferramenta marcadores RAPD
(CHRISTO, 2002), sequéncias ITS e dados de AFLP (BAAYEN et al., 2002).

1.3  LIBERACAO DE ASCOSPOROS EM LABORATORIO

Em sua revisdo sobre a epidemiologia da Podriddo Negra da Videira,
causada pelo fungo Phyllosticta ampelicida (teleomorpho -
Guignardia bidwellii), Molitor e Beyer (2014) citam publicacdes que observaram
a liberacéo de ascosporos em inicio de periodos de chuva, nenhum ascOsporos
observado em um tinel de vento a 2°C, mas os esporos sexuais foram liberados
guantitativamente num periodo de 3h ap6s o aumento da temperatura para 20°C
e uma taxa maior de liberacdo de ascosporos em época de floracao.

Reis et al. (2003) descreveram condi¢des para obtencdo de ascOsporos
de Phyllosticta citricarpa com 21 dias de incubacdo. Relacionaram também o
efeito da temperatura e do tempo de incubacdo na germinacao dos ascOsporos.
Observou-se também producédo de pseudotécios a 27 °C em fotoperiodo 12/12
h. Em 2006, Reis et al. avaliaram a producdo de ascésporos, pela
Phyllosticta citricarpa, dependente de temperatura, molhamento foliar e
precipitacdo de chuva, utilizando uma armadilha caca esporos em pomares de

Mogi Guacu, no estado de Sdo Paulo, onde a producao de ascésporos atingiu
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um pico em janeiro e fevereiro. Houve uma forte relacdo entre a gravidade da
doenca e a precipitacao total.

Prussin et al. (2014) publicaram um estudo sobre a liberagdo de
ascosporos pelo fungo Fusarium graminearum, agente causal da giberela,
doenca que ataca o trigo e a cevada e a cevada. O microrganismo produz
esporos que podem ser transportados por longas distancias. Com o objetivo de
prever producdo, liberacéo e transporte dos ascésporos foram realizados alguns
experimentos em laboratério e no campo. Os resultados indicaram que 0s
esporos sexuais foram liberados durante predominantemente a noite, dado
importante para o entendimento do ciclo de vida do fungo.

Alves e Beresford (2013) publicaram um estudo sobre o fungo
V.inaequalis, agente causal da Mancha Preta da Mac¢a onde afirmam que os
ascosporos constituem a principal fonte de inéculo.

Estudos sobre o desenvolvimento de doencas de interesse econdémico
como a MPC, Mancha Preta da Macd e a Podriddo Negra da Videira, séo
essenciais para o melhor entendimento do ciclo de desenvolvimento do agente
causal fornecendo dados para novos protocolos visando o controle bioldgico.
Assim este trabalho teve como objetivo simular em laboratério as condi¢des
existentes no campo de plantacdes de citros, as quais sao atribuidas a producéo

e disperséo dos ascosporos de P. citricarpa.

2 MATERIAL E METODOS

Para este experimento foram construidas trés caixas com vento, umidade
e fotoperiodo controlados (FIGURA 2).
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FIGURA 2 — PROJETO DA CAIXA PARA O EXPERIMENTO QUE SIMULA AS CONDICOES DE
CAMPO (A). IMAGEM REAL (B).
FONTE: Douglas Adamoski Meira (2012)

Em cada caixa foram colocados 6 cm de substrato préprio para cultivo de
citros, autoclavado e seco 5 vezes. Em uma das caixas tratamento foram
plantadas 12 plantulas axénicas desenvolvidas segundo Bespalhok et al. (2001),
folhas de citros cobrindo o substrato e 20 fragmentos de casca de laranja com
leséo, contendo picnidios, conforme e na outra caixa someente folhas secas
como relacionado na Figura 3. Na caixa controle, ndo foram colocados os
fragmentos de casca de laranja nem folhas do campo. Também foram instaladas
armadilhas cacga-esporos para a coleta de ascésporos de Phyllosticta citricarpa.
Estas armadilhas foram desenvolvidas em laminas de vidro contendo uma fina
camada de silicone previamente testado, para este fim, no IVIA (Instituto
Valenciano de Invetigacdes Agrarias). Todas as plantas dos tratamentos foram
retiradas para isolamento de endofiticos e extracdo de DNA com Ultraclean

Microbial DNA Isolation Kit, MoBio® ap0s 18 meses de experimento.
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FIGURA 3 - FOTOS REAIS DAS CAIXAS. A e B: CONTROLE COM APENAS FOLHAS E
PLANTULAS AXENICAS. C e D: TRATAMENTO COM FRAGMENTOS DE CASCA DE
LARANJA DOCE COM LESAO

E: TRATAMENTO COM FOLHAS SECAS DO CAMPO

FONTE: A autora (2014).

Para o isolamento foi realizada a desinfestacdo dos tecidos para remoc¢ao
de microrganismos epifiticos, conforme sugerido por Petrini (1992) (com
adaptacoes). As folhas foram lavadas, e submetidas a banho de etanol 70% por
1', hipoclorito de sodio comercial (2% de cloro ativo) por 3', etanol 70% por 30" e
agua destilada autoclavada por 6', consecutivamente. 100 puL desta agua foi
colocada em placa com meio BDA para atestar a eficiéncia da desinfestacgéo.
Apbs a desinfestagdo, as folhas foram fragmentadas e transferidas para placas
de isolamento, entdo acondicionados em camara de crescimento a 25°C e
fotoperiodo 12/12h.
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Visando a deteccao do patdégeno nas plantas axénicas, foi utilizada PCR
e regides de deteccéo previamente conhecidas para P. citricarpa. A reacao de
PCR espécie-especifica foi realizada pela amplificagdo do fragmento gendémico
GCP(300pb),amplificadopelosprimersGCP1(5’AAGTGTGAGTGTCGAAGGTGG
3")GCP2(5GACGACTCGCTTTTCTACGGC3’) (STRINGARI et al., 2009), cuja
deteccéo caracteriza a presenca de P. citricarpa.

Foi realizada a amplificdo em uma reagéao contendo Tampéo 1X de PCR,
0,2mM de cada nucleotideo, 1,5mM de cloreto de magnésio, 0,3uM de cada
primer e 0,8U de Taq DNA Polimerase, com volume final de 20uL e 10ng de DNA
molde. Os ciclos utilizados foram 94°C por 4 minutos, seguido de dois conjuntos
de amplificacdo: um primeiro, de 15 ciclos com 30 segundos a 94°C, 2 segundos
(aumentando 2 segundos a cada passo do ciclo) na temperatura de anelamento
do primer e 16 segundos (aumentando 1 segundo a cada passo do ciclo) a 72°C;
e um segundo, de 25 ciclos com 30 segundos a 94°C, 30 segundos na
temperatura de anelamento do primer e 30 segundos a 72°C. Ao fim, um ciclo
unico de 30 segundos a 94°C, 30 segundos na temperatura de anelamento do
primer e uma extensao final de 4 minutos a 72°C (ADAMOSKI et al., 2011). A
avaliacdo do resultado da amplificac&o foi realizada em eletroforese com gel de
agarose 1,5%.

As trés caixas foram avaliadas periodicamente durante os 18 meses de
experimento, considerando a extracdo do DNA da planta, as armadilhas caca

esporos e isolamento de endofiticos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com Spasito et al. (2004) para a MPC existe dupla fonte de
in6culo responsaveis pela doenca, os ascosporos, formados em pseudotécios
em folhas caidas e em decomposicao e, os picnididsporos que sdo formados nas
lesdes existentes nos frutos, em folhas ainda aderidas nas plantas e em ramos
secos. Tanto os ascésporos como 0s picnididosporos germinam na superficie de
orgaos suscetiveis contribuindo para o aumento da doenca nos pomares.

Confirmando parte dessa teoria, foi possivel verificar a colonizacdo das plantas
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axénicas por meio de PCR espécie-especifica (FIGURA 4) a partir de amostras
obtidas da caixa que continham folhas em decomposi¢cdo provenientes do
campo. Os ascosporos sao formados em folhas em decomposicao, cujo tempo
de formacédo depende das condi¢des climéticas, variando de 40 a 180 dias apdés
a queda da folha (KOTZE, 1981). Sua producio ¢ influenciada pela alternancia
entre os periodos seco e umido. Considerando a sua morfologia, ascosporos sao
muitas vezes carregados pelo vento, disseminando Phyllosticta citricarpa a
curtas e longas distancias (TIMMER, 1999).

FIGURA 4 - PRODUTOS DA AMPLIFICACAO DO FRAMENTO GCP EM GEL DE AGAROSE
1,5%. A: MARCADOR DE PESO MOLECULAR Ladder de 100pb. B: CONTROLE NEGATIVO
(P.captalensis). C: CONTROLE POSITIVO DE AMPLIFICACAO - LGMF06. D e E AMOSTRAS
RETIRADAS DA CAIXA COM FOLHAS DO CAMPO. F: AMOSTRA RETIRADA DA CAIXA COM
FRAGMENTOS DE CASCA DE FRUTOS COM LESAO.

FONTE: A autora (2014).

NOTA: A banda esperada tem 300pb. O controle positivo LGMF 06 corresponde a um isolado de
Phyllosticta citricarpa

Admite-se que, alguns sintomas, devido a individualizacdo das lesdes,
estejam relacionados as infeccBes originarias de ascosporos, jA que esses
podem ser levados pelo vento e dessa forma serem espalhados aleatoriamente.
Outros tipos de sintomas, em razdo do baixo nivel de individualizacdo das
lesdes, pressupfem-se que sejam originarios de conidios, jA que 0S mesmos,
embora possam ser espalhados na superficie dos frutos, na maioria das vezes
apresentam-se concentrados dada a sua remocdo através da mucilagem
(SILVA-PINHATI et al., 2009).
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MCONIE (1967) ja citava que ndo havia um método apropriada para a
obtencdo dos ascésporos de forma seletiva. Lemir et al. (2000) prop6s que a
inoculacdo utilizando suspensdo de ascOsporos seria em principio a mais
promissora, porém, dada a dificuldade da obtencdo dessas estruturas em
laboratério, sua utilizagcdo é muito limitada. Em nenhum dos caca esporo
instalados foi possivel capturar os esporos sexuais, mostrando a dificuldade de
se ter amostra dessas estruturas.

A caixa tratamento com fragmentos de casca de frutos com lesdo néo
gerou resultados positivos de amplificacdo pela PCR espécie-especifica, o que
teria como suporte a citacdo de Truter et al., (2007) que expbs dados mostrando
gue frutos caidos no pomar nao foram capazes de infectar folnas nos pomares.

A deteccéo de P.citricarpa por meio de isolamento de endofiticos néo foi

possivel em nenhuma das coletas feitas.

4 CONCLUSOES

Com relacdo aos dados obtidos nestas condi¢des € possivel indicar que
folhas secas em decomposicao, sdo fonte de inéculo de ascésporo da Mancha
Preta dos Citros em plantas sadias. Fato importante do ponto de vista
agrondémico, indicando a necessidade constante de manejo de residuos no
campo

As cascas contendo lesdo com picnidios ndo foram capazes de gerar uma
amplificacdo positiva por PCR espécie-especifica, mostrando que
provavelmente, cascas de frutos contaminados caidos no solo dos pomares nao
sao fonte de indculo de P. citricarpa.

Este experimento necessita de novas repeticbes em ambientes maiores,

para que essas hipoteses sejam confirmadas.
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RESUMO
A Mancha Preta dos Citros é uma doenca causada pelo fungo
Phyllosticta citricarpa. E encontrada em inimeros paises da Africa, Asia,
Oceania, América do Sul e recenthemente nos Estados Unidos. Sua transmissao
ocorre por meio da disseminacao dos esporos colonizando frutos, folhas e ramos
secos causando lesbes, depreciando os frutos levando a reprovacao por parte
do mercado consumidor. Alternativas para o controle desta e outras doencas sao
alvos de pesquisa em varios paises onde a cultura de citros tem grande
importancia econémica, como no Brasil. Oleos volateis presentes em cascas de
citros desempenham diversas funcbes nos frutos e estudos recentes tém
indicado que alteragbes na composicdo desses Oleos afetam a acdo de
microrganismos fitopatogénicos, incluindo o fungoP. citricarpa. Foi avaliada a
relacdo entre o crescimento e producdo de picnicios frente aos principais
terpenos produzidos na casca dos frutos citricos e que exercem um papel no
processo de atracdo de pragas e patdégenos. Foi possivel observar a acéo
estimulatoria dos terpenos limoneno e cariofileno com relacdo ao crescimento e
producédo de picnidios. Os terpenos citronelol, nerol, linalol inibiram a producéo
de picnidios e crescimento do fungo sendo o ultimo apresentou a maior acéo
inibitéria, sendo um possivel agente fitossanitario natural. O estudo da resposta
deste fitopatdgeno a estes terpenos volateis € um importante passo no estudo
da interacdo deste fungo com seu hospedeiro e podera contribuir para o
desenvolvimento de novas estratégias para o controle da MPC.

Palavras chave: Compostos organicos volateis, terpenos, limoneno,
Controle alternativo, interagdo planta-patégeno.
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ABSTRACT

Citrus Black Spot is a disease caused by the fungus Phyllosticta citricarpa.
It is found in many countries in Africa, Asia, Oceania, South America and recently
in the United States. Its transmission occurs through spores which colonize a
fruit, dry its leaves and branches causing injury which leads to the depreciation
of the fruits leading to consumer market disapproval. Alternatives to control this
and other diseases are research targets in several countries where the citrus crop
has great economic importance, as in Brazil. Volatile oils present in citrus peels
perform several functions in fruits and recent studies have indicated that changes
in the composition of these oils affect the pathogenic microorganisms action,
including the fungus P. citricarpa. It was evaluated the relationship between
growth and production of pycnidia against the main terpenes produced in the peel
of citrus fruits which play a role in the attraction of pests and pathogens. It was
possible to observe the stimulatory action of terpenes limonene and
caryophyllene regarding the growth and production of pycnidia. The terpenes
citronellal, nerol, linalool inhibit the production of conidia and fungal growth. The
last one had the highest inhibitory activity, and it is a possible natural
phytosanitary agent. The study of this pathogen response to these volatile
terpenes is an important step in the study of the interaction of this fungus with its
host and can contribute to the development of new strategies to control the CBS.
Key words: volatile organic compounds, terpenes, limonene, alternative

control, plant-pathogen interaction.
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1 INTRODUCAO

A Mancha Preta dos Citros (MPC) é uma importante doenc¢a causada pelo
fungo Phyllosticta citricarpa. Os sintomas ocasionados pela doenca apenas
depreciam os frutos para comercializacdo, nao interferindo na sua qualidade
interna. O principal problema encontrado com a presenca da doenca é o
impedimento de exportacdo do produto para o continente Europeu. Nessa regido
nao se encontra registro dessa patologia, onde existe uma barreira sanitaria para
entrada de frutos brasileiros nessa area, gerando um prejuizo para produtores.

O controle da MPC esta baseado na utilizacéo de fungicidas. No Brasil,
a MPC vem sendo controlada, principalmente, através do controle quimico
sistematico, e inumeras pulveriza¢cdes com fungicidas especificos sao realizadas
(4-5 aplicacbes/ano). Por isso, fica evidente a necessidade de se obter novas
alternativas de controle que possam colaborar com o sistema de producéao atual
(ROSSETO, 2011).

A casca da laranja é caracterizada por duas partes: o exocarpo (flavedo)
constituido pela epiderme e por uma camada de células glandulares de oleo
onde sdo encontrados Oleos essenciais. JA em 1964, Tobshy e Sinclair
descreveram que extratos de flavedo e albedo ocorria a inibicdo do
desenvolvimento fungico. Estudos recentes tém indicado que alteracdes na
composicdo dos oleos volateis presentes na casca de citros tem afetado o
desenvolvimento do fungo sobre o fruto (KAVA-CORDEIRO et al., 2012), sendo
necessaria a avaliacdo individual desses compostos para determinar sua
efetividade.

Metabolitos secundarios sdo comuns em plantas e também em fungos
(HALL, 2006), participam da estrutura, defesa contra predadores e interacées
interespecificas (CHALLIS; HOPWOOD, 2003). Sado moléculas que geralmente
nao estao envolvidas em fungdes vitais e possuem caracteristicas basicas muito
variadas (HALL, 2006). Segundo Rodrigues et al. (2013) existem poucas
evidéncias sobre a funcdo primaria de metabdlitos secundarios em frutos
carnosos, mas é amplamente assumido que eles estédo envolvidos na mediacao

de dois objetivos principais: atrair organismos de dispersao de sementes; e evitar
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0 consumo por predadores de sementes, mas que a principal funcdo em frutos
imaturos seria para defesa contra todos os tipos de consumidores potenciais.
Outras hipoteses, como beneficios nutricionais, atracao / associagao, inibicdo da
germinacdo de sementes ja foram propostas (CIPOLLINI, 2000).

Tragcos do fruto sdo percebidas por animais. O aroma e cor sao,
provavelmente, as primeiras pistas para a atracao (SCHAEFER, 2011; VALIDO
et al., 2011). No entanto, o papel dos volateis de frutos maduros como sinais
olfativos voltados para dispersores e predadores legitimos, tem sido pouco
investigado.

Compostos organicos volateis (COVs), incluem uma vasta diversidade
de metabdlitos secundarios de baixo peso molecular. Enquanto alguns COVs
séo, provavelmente, comuns a quase todas as plantas, outros sdo especificos
para apenas um ou alguns taxons relacionados. Para entender o significado
funcional de compostos organicos volateis em frutos maduros, é necessario
conhecer a sua biossintese e regulacédo do desenvolvimento, a sua acumulacéo
guantitativa e (qualitativa e as respostas desencadeadas por COVs
(RODRIGUES et al., 2013).

Yuan et al. (2008) descreveram terpenos com atividade contra os fungos
Candida albicans, Cryptococcus neoformans e Aspergillus fumigatus, mostrando
a importancia de maiores analises destes compostos para o controle bioldgico.
Sharma e Thripathi (2008), mostraram a acdo de Oleos essenciais de
Citrus sinensis no controle de crescimento e morfogénese de Aspergillus niger,
apos sete dias de incubacéo. Neste estudo, o Oleo essencial de epicarpo de
C. sinensis foi usado para analisar alteracdes morfologicas de A. niger, a fim de
investigar seu modo de acdo. Resultados como estes indicam a possibilidade de
explorar os Oleos essenciais de Citrus sinensis como inibidores fangicos.

Experimentos realizados utilizando laranjas geneticamente modificadas
(Citrus sinensis) com alteracédo (down-regulation) no gene CitMTSE1 (limoneno
sintetase) e consequente diminuicdo da producao de limoneno, o terpeno mais
abundante em laranja doce, mostraram que a acdo de algumas espécies de
fungos e a atracao de insetos foi diminuida. Estes experimentos comprovam que

0s terpenos presentes nos Oleos essenciais de citros estdo relacionados com
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diversas fungBes como acdo de defesa contra patégenos, atracdo de animais
para dispersdo das sementes e atracdo de polinizadores (RODRIGUEZ et al.,
2011).

Ainda segundo Rodriguez et al. (2011) a modificagéo no gene CitMTSE1
gue causa uma diminuicdo da producdo de limoneno, ocasiona como efeito
colateral um aumento da producéo de nerol e citronelol. Esse aumento se deve
a sintese de terpenos originados a partir de um composto em comum. Logo, com
a inibicdo da producdo de um desses volateis, ocorre uma maior disponibilidade
deste composto um aumento das outras vias de producao de terpenos.

Nerol é um alcool do tipo monoterpeno (classe de substancias naturais,
ou metabdlitos secundarios de origem vegetal, especialmente das coniferas.
Tem formula quimica geral (CsHg)n) € é encontrado em muito dos oOleos
essenciais como da erva-cidreira. Ele foi originalmente isolado do Oleo de néroli,
de onde veio seu nome, € um liquido incolor que possui aroma de rosa doce,
sendo largamente usado na perfumaria (FAHLBUSCH, 2003).

Limoneno € um hidrocarboneto ciclico insaturado, sendo um liquido
incolor e volatil, encontrado naturalmente nas cascas de frutas citricas, sendo
responsavel pelo seu odor caracteristico. Possui a formula molecular C1oHjs,
possui um centro quiral e é relativamente estavel (AZAMBUJA, 2013).

Citronelol € um dos componentes do 6leo essencial de algumas plantas
medicinais utilizadas na medicina popular, como o Cymbopogon citratus e a
Lippia alba, sendo pertencente a uma familia de produtos naturais provenientes
de unidades de isopreno C5. Alguns efeitos farmacologicos tais como:
antibacteriano, antifungico, anti-espasmédico e anticonvulsivante ja foram
descritos para citronelol (BASTOS et al., 2010).

Linalol € um monoterpeno oxigenado presente no Oleo de varias plantas
e frutas, como citros, manjericédo, lavanda (FISHER; PHILLIPS, 2008; KRIST et
al., 2008). KOTAN et al. (2007) descreveram uma bioatividade do linalol contra
diversas bactérias, com inibicdo de crescimento.

Beta-cariofileno € um constituinte importante em varias espécies de
Oleos essenciais de plantas medicinais usadas na medicina popular do Brasil.

Pertence a classe quimica dos sesquiterpenos e tem sido submetido a varios
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estudos. Pode ser empregado na medicina tradicional como medicamento com
acdo antiinflamatéria, antitumoral, bactericida, insetifugo e espasmolitico
(CARNEIRO et al., 2010).

O estudo da resposta deste fitopatdgeno a estes terpenos volateis é um
importante passo no estudo da interacdo deste patdgeno com seu hospedeiro e
podera contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias para o controle
da MPC.

2 MATERIAL BIOLOGICO E METODOS

Foi utilizada a Ilinhagem selvagem LGMF06, correspondente a
Phyllosticta citricarpa pertencente a Colegéo de Microrganismos do Laboratoério
de Genética de Microrganismos (LabGeM) da Universidade Federal do Parana,
Curitiba, Parana, Brasil. A linhagem LGMFO06, foi isolada de lesdes da Mancha
Preta dos Citros no Estado de S&o Paulo (BR) e apresenta teste de
patogenicidade positivo (BALDASSARI et. al., 2008).

2.1 AVALIACAO DA INFLUENCIA DOS TERPENOS SOBRE O CRESCIMENTO
DE Phyllosticta citricarpa.

Os métodos utilizados nos experimentos estdo descritos no Quadro 1.
Quando a diluicdo dos terpenos foi necessaria esta foi realizada em agua
ultrapura autoclavada. As andlises estatisticas foram realizadas pelo programa
ASSISTAT (SILVA; AZEVEDO, 2006). Todas as placas dos experimentos foram
incubadas a 24°C sob luz constante. A quantidade de terpenos utilizada foi
previamente determinada pelo Instituto Valenciano de Invetigacbes Agrarias -
IVIA.
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Experimentos | Meio de cultura | Voléteis Quantidade |Observagdes Tempo de avaliagéo
Limoneno
Exposicéo de
P.citricarpa a (BatataB Bﬁ trose- | Citronelol
- X - . . .
t/erlp(tanios Agar) 0L Placa de Petri com 8 16; 22; 30 DIAS
olatels pH 5,8 divisoria; papel
Nerol filtro; disco de
micélio de 5 mm de
Limoneno diametro e 10 dias
Citronelol de crescimento
BDA pH 5,8 Nerol 5uL 8; 15; 22; 30 DIAS
B- cariofileno
Linalol
Limoneno Placa de Petri com
Citronelol divisc')ria; vidro de
BDApH 5,8 |Nerol 5 pL relogio; disco de 7; 14; 21 DIAS
' B- cariofileno micélio de 5 mm de T
Linalol diametro e 10 dias
de crescimento
Suplementacao LARANJA
do meio de DOCE
;::rltuerr(]elogom Placa de Petri sem
citfi)cos diviséria; volateis
. misturados
MEA leoneno 25 L adicionados ao 7; 14; 21 DIAS (registro
(Malt Extrac Agar) Citronelol 0,004 pL meio de cultura; de dados a cada 7
g Nerol 0,0023 L | disco de micélio dias)
LARANJA com 5 mm de
TRANSGENICA diametro e 10 dias
Limoneno 0,5 L de crescimento
Citronelol 0,04 pL
Nerol 0,05 pL

QUADRO 1 - DESCRICAO DAS CONDICOES DAS AVALIACOES SOBRE A INFLUENCIA DOS
TERPENOS SOBRE O CRESCIMENTO DE P.citricarpa.
FONTE: A autora (2014).

2.2

DE PICNIDIOS DE Phyllosticta citricarpa

AVALIACAO DA INFLUENCIA DOS TERPENOS SOBRE A PRODUCAO

O método utilizado na avaliagcdo da producéo de picnidios foi o utilizado

por Baldassari et al. (2009) e esta descrita no Quadro 2. As andlises estatisticas
foram realizadas pelo programa ASSISTAT (SILVA; AZEVEDO, 2006). Todas as

placas dos experimentos foram incubadas a 24°C sob luz constante.
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Meio de Volateis Tempo de
Experimentos cultura Quantidade | Observacdes avaliagcdo
Limoneno 15; 21 e 28 dias
Placa de Petri com
Citronelol divisoria; papel filtro;
Nerol 10 ul disco de micélio de
H 5 mm de didmetro e
Método segundo 14 dias de
Baldassari et al. Limoneno crescimento
(2009) Agar agua
Citronelol
Placa de Petri com
Nerol divisoria; papel filtro; 14 e 21 dias
B- cariofileno 5L disco de micélio de
Linalol H 5 mm de diédmetro e
14 dias de
crescimento

QUADRO 2- DESCRICAO DAS AVALIACOES DA INFLUENCIA DOS TERPENOS SOBRE A
PRODUCAO DE PICNIDIOS DE Phyllosticta citricarpa

NOTA: o método descrito por Baldassari et al. (2009) inclui nas placas discos de folha de Citrus
cinensis autoclavados de 10 mm de didametro.

FONTE: A autora (2014).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 AVALIACAO DA INFLUENCIA DOS TERPENOS SOBRE O
CRESCIMENTO DE Phyllosticta citricarpa - DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram realizadas analises dos dados obtidos pelos experimentos de
avaliacdo da influénica dos terpenos com relacao ao crescimento de P. citricarpa

e obtidos valores médios descritos na Tabela 1.
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Nerol Limoneno Citronelol  Controle
8% dia 0,784 1,074 0,808 1,068
15° dia 1,489 2,03 1,4 2,351
22° dia 2,362 4,503 2,159 4,327
30° dia 4,907 7,076 3,405 7,305
Nerol Limoneno Citronelol  Controle
8° dia 0,367 2,349 0,313 1,926
15° dia 0,635 5,55 0,474 4,507
Exposicdode | 220dia 1,435 14,387 1,041 13,787
P.citricarpa a
terpenos volateis | 30°dia 2,613 16,298 1,671 16,75
Nerol Limoneno Citronelol Cariofileno Controle
7° dia 0,772 0,81 0,566 1,298 1,017
14° dia 1,557 1,472 1,027 2,907 2,373
21°dia 2,664 2,717 1,647 4,291 3,607
Nerol Cariofileno  Citronelol Limoneno Linalol Controle
7° dia 1,088 2,759 1,011 1,428 0,791 1,7
14° dia 1,837 3,519 2,203 2,229 1,43 2,652
21°dia 2,539 3,978 2,597 2,903 1,73 3,338
L. doce L.Transgénica Controle
Suplementacgéo .
do meio de 7° dia 3,953 2,458 2,811
cultura com 14°dia 8,933 3,983 4,191
terpenos citricos
21°dia 14,032 5,802 6,358

TABELA 1 - RESULTADOS OBTIDOS PELOS EXPERIMENTOS DE AVALIACAO DA
INFLUENCIA DOS TERPENOS NO CRESCIMENTO DE P. citricarpa

NOTA: Os valores médios foram obtidos pelo programa ASSISTAT (SILVA; AZEVEDO, 2006)

A Tabela 2 mostra valores percentuais da influencia dos terpenos no

crescimento do fitopatégeno, obtidos pela formula: Y=100 - [valor médio

Tratamento/ valor médio Controle] x 100, onde 0 e 100 indicam que ocorreu

inibicdo. Valores menores que zero (negativos) indicam crescimento da

P.citricarpa, ou seja, houve crescimento do fitopatdgeno. Valores médios foram

obtidos a partir dos dados demosntrados na Tabela 1.
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Nerol Limoneno Citronelol
8¢ dia 26,6 -0,57 24,34
15° dia 36,66 13,65 40,45
22° dia 45,36 -4,07 50,1
30° dia 32,82 3,13 53,38
Nerol Limoneno Citronelol
8° dia 80,94 -21,97 83,74
15° dia 85,91 -23,15 89,48
Exposicdode | 550 gia 89,59 4,36 92,44
P.citricarpa a
terpenos volateis 30° dia 84,4 2,69 90,02
Nerol Limoneno Citronelol  Cariofileno
7° dia 24,09 20,35 44,34 -27,64
14° dia 34,38 37,96 56,72 -22,51
21° dia 26,14 24,67 54,33 -18,97
Nerol Cariofileno Citronelol Limoneno Linalol
7° dia 36 -62,3 40,52 16 53,47
14° dia 30,73 -32,7 16,93 15,95 46,07
21°dia 23,93 -19,18 22,19 13,03 48,17
Laranja Laranja
Suplementagé&o do doce Transgénica
meio de cultura 70 dia -40,63 12,55
com terpenos
cfiricos 14°dia -113,15 4,96
21°dia -120,7 8,74

TABELA 2 - VALORES INDICANDO % DE INFLUENCIA DOS TERPENOS NO CRESCIMENTO

DE P.citricarpa.

NOTA: valores entre 0 e 100 indicam que ocorreu inibicdo. Valores menores que zero (negativos)
indicam crescimento da P.citricarpa, ou seja, houve crescimento do fitopatégeno.

O experimento inicial (GRAFICO 1 e FIGURA 1) foi realizado duas vezes

para a avaliacdo da influéncia dos terpenos no crescimento de P.citricarpa

mostrou que o tratamento com limoneno teve 4% a mais de crescimento,

comparando-se com o controle. Ja o citronelol e o nerol apresentaram

crescimento de aproximadamente 50% menor que o controle (valores referentes

ao 22° dia de crescimento).
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10,000
9,000

Média do Crescimento

8,000 |
7,000 |
6,000 -
5,000 |
4,000 |
3,000 |
2,000

1,000 |
0,000 -

ol
11,000 82 dia

169 dia 22° dia

30° dia

s Nerol
@ Limoneno
u Citronelol

& Controle

GRAFICO 1 - MEDIA DE CRESCIMENTO AO LONGO DA EXPOSIGCAO DE P.citricarpa A
TERPENOS VOLATEIS PARA A AVALIACAO DA INFLUENCIA SOBRE O CRESCIMENTO

FUNGICO.
FONTE: A autora (2013).

NOTA: foram utilizados 10 pL de cada terpeno nos tratamentos. O eixo y representa o

crescimento em cm?

FIGURA 1 — AVALIACAO DA INFLUENCIA DOS TERPENOS NO CRESCIMENTO DE
Phyllosticta citricarpa COM 16 DIAS DE EXPOSICAO

FONTE: A autora (2013).

NOTA: foi utilizado 10 pL de cada terpeno nos tratamentos
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Neste segundo experimento (GRAFICO 2) e (FIGURA 2) (mesmas condi¢bes do
experimento anterior) as analises mostraram crescimento também de 4% maior que o
controle em relagdo ao limoneno, enquanto que nerol e citronelol tiveram crescimento
menor em torno de 90% em relacdo ao controle (valores referentes ao 22° dia de

crescimento).

Média do Crescimento
20,000
15,000
10,000 E Nerol
E Limoneno
il Citronelol
5,000 E Controle
0,000 j‘i
8¢ dia 152 dia 222 dia 292 dia
-5,000

GRAFICO 2 — MEDIA DE CRESCIMENTO AO LONGO DA EXPOSICAO DE P.citricarpa A
TERPENOS VOLATEIS PARA A AVALIACAO DA INFLUENCIA DESTES SOBRE O
CRESCIMENTO FUNGICO.

FONTE: A autora (2013).

NOTA: foi utilizado 5 UL de cada terpeno nos tratamentos. O eixo Y representa o crescimento
em cm?
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FIGURA 2 — AVALIACAO DA INFLUENCIA DOS TERPENOS NO CRESCIMENTO DE
Phyllosticta citricarpa COM 16 DIAS DE EXPOSICAO.

FONTE: A autora (2013).

NOTA: foi utilizado 5 pL de cada terpeno nos tratamentos

O terceiro experimento, que foi realizado utilizando-se vidro de reldgio
observou-se que o beta-cariofileno apresentou aumento de 20% de crescimento
em relacéo ao controle, todos os outros volateis tiveram inibicdo de crescimento,
o citronelol 57%, limoneno 26%, linalol 83% e nerol 22% a menos que o controle
(GRAFICO 3) e (FIGURA 3)
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Média do Crescimento

7,000

6,000

5,000

M 79 dia
4,000

3,000 1 '  14° dia

2,000

T i 212 dia
1,000

0,000

Nerol Cariofileno Linalol Limoneno  Citronelol Controle

GRAFICO 3 - MEDIA DE CRESCIMENTO AO LONGO DA EXPOSICAO DE P.citricarpa A
TERPENOS VOLATEIS PARA A AVALIACAO DA INFLUENCIA DESTES SOBRE O
CRESCIMENTO FUNGICO.

FONTE: A autora (2013).

NOTA:zfoi utilizado 5 pL de cada terpeno nos tratamentos. O eixo Y representa o crescimento
emcm

FIGURA 3 — AVALIACAO DA INFLUENCIA DOS TERPENOS NO CRESCIMENTO DE
Phyllosticta citricarpa COM 21 DIAS DE CRESCIMENTO

FONTE: A autora (2013).

NOTA: foi utilizado 5 pL de cada terpeno nos tratamentos
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Neste experimento com 21 dias de crescimento a P. citricarpa cresceu 20% com
cariofileno a mais que o controle, enquanto na presenc¢a dos outros volateis ouve uma
reducdo de crescimento em relacdo ao controle de: 24% para o citronelol, 14% para o
limoneno, 51% para o linalol e 25% para o nerol (GRAFICO 4) e (FIGURA 4)

Média de Crescimento

5,000
4,500
4,000
3,500
3,000
2,500
2,000
1,500
1,000
0,500
0,000

72 dia
H 142 dia
M 212 dia

Controle Cariofileno  Citronelol  Limoneno Linalol Nerol

GRAFICO 4 — MEDIA DE CRESCIMENTO AO LONGO DE AVALIACAO DA INFLUENCIA DOS
TERPENOS SOBRE O CRESCIMENTO DE Phyllosticta citricarpa.

FONTE: A autora (2013).

NOTA: foi utilizado 5 pL de cada terpeno nos tratamentos (QUADRO 1). O eixo Y representa o
crescimento em cm?

FIGURA 4 — AVALIACAO DA INFLUENCIA DOS TERPENOS NO CRESCIMENTO DE
Phyllosticta citricarpa COM 21 DIAS DE CRESCIMENTO.

FONTE: A autora (2013).
NOTA: o meio foi utilizado 5 pL de cada terpeno nos tratamentos (QUADRO 1).
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A condigéo testada neste ultimo experimento foi a suplementacdo do meio
de cultura com os todos os terpenos citricos. Realizando as andlises
necessarias, com 21 dias de incubacdo obteve-se os seguintes resultados:
placas com cariofileno o fungo cresceu 20% a mais que o controle, enquanto na
presenca dos outros volateis ouve uma reducdo de crescimento em relacéo ao
controle de: 24% para o citronelol, 14% para o limoneno, 51% para o linalol e
25% para o nerol (GRAFICO 5) e (FIGURA 5).

Média de Crescimento

18,000
16,000
14,000
12,000
10,000
8,000
6,000
4,000
2,000
0,000

72 dia

M 142 dia

i 212 dia

Controle L. Controle L. Transgénica

GRAFICO 5 — MEDIA DE CRESCIMENTO DE P.citricarpa, CRESCIDA EM MEIO DE CULTURA
SUPLEMENTADO COM TODOS OS TERPENOS CITRICOS JA CITADOS PARA A
AVALIACAO DA INFLUENCIA DOS TERPENOS SOBRE O CRESCIMENTO FUNGICO.
FONTE: A autora (2013).

NOTA: Concentracdes de terpenos utilizadas estdo descritas no Quadro 1. O eixo Y representa
0 crescimento em cm?

FIGURA 5 — AVALIACAO DO CRESCIMENTO DE P.citricarpa EM MEIO DE CULTURA
SUPLEMENTADO COM TODOS OS TERPENOS CITRICOS JA CITADOSO COM 21 DIAS DE
CRESCIMENTO.

FONTE: A autora (2013).
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A média de crescimento de P. citricarpa das placas com a concentracdo
da casca da laranja doce foi 225% maior que o crescimento do controle,
enquanto as placas com a concentragao da casca da laranja transgénica tiveram
crescimento de 9% menor que o controle ao longo de 21 dias de duracdo do

experimento 5.

3.2 AVALIAQAO DA INFLUENCIA DOS TERPENOS SOBRE A
PRODUGCAO DE PICNIDIOS DE Phyllosticta citricarpa

Nerol Citronelol Limoneno Controle
28° di
8" dia 0% 0% 100% 70%
Nerol Beta Citronelol Limoneno Linalol Controle
Cariofileno
14° dia 0% 38% 0% 30% 0% 20%
21° dia 0% 100% 20% 70% 10% 60%

TABELA 3 - RESULTADOS OBTIDOS PELOS EXPERIMENTOS DE AVALIACAO DA
INFLUENCIA DOS TERPENOS NA PRODUCAO DE PICNIDIOS DE P.citricarpa

FONTE: A autora (2014).

NOTA: Os valores foram obtidos pelo programa ASSISTAT (SILVA; AZEVEDO, 2006)

As analises do 28°C dia de experimento sobre a avaliacédo da influéncia
dos terpenos na producao de picnidios de P.citricarpa mostra que o limoneno
induziu a colonizacéo de todas as folhas, enquanto que o controle teve uma taxa
de 70% de colonizacgio das folhas (GRAFICO 6). Com relacg&o ao citronelol e o
nerol ndo foi observado colonizacdo de nenhuma folha como pode ser visto na

Figura 6.
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GRAFICO 6 — DETERMINACAO DA % DE DISCOS DE FOLHAS COLONIZADAS POR
Phyllosticta citricarpa COM RELACAO AO CONTROLE

FONTE: A autora (2013).

FIGURA 6 — FRAGMENTOS DE FOLHA DO EXPERIMENTO 1 DE AVALIACAO DA
INFLUENCIA DOS TERPENOS NA PRODUCAO DE PICNIDIOS DE Phyllosticta citricarpa COM

28 DIAS DE INCUBACAO.
FONTE: A autora (2013).
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Nas condi¢fes avaliadas neste ultimo experimento, ao 21° dia é possivel
notar que o beta-cariofileno e o limoneno possui acdo estimulatoria sobre a
producdo de picnidios, o limoneno estimulou em 10% a mais a colonizacéo das
folhas que o controle. O terpeno beta-cariofileno aumentou a colonizagdo em
40% em relacdo ao controle. J& os outros volateis tiveram acao inibitéria, que no
caso do nerol inibiu totalmente a producéo (GRAFICO 7) (FIGURA 7).

FOLHAS COLONIZADAS

142 dia 212 dia
100%

70%
60%
38%
20% 20%
10%
0% 0% 0% 0%

30%

Controle Cariofileno Citronelol Limoneno Linalol Nerol

GRAFICO 7 — DETERMINACAO DA % DE DISCOS DE FOLHAS COLONIZADAS PELA
Phyllosticta citricarpa COM RELACAO AO CONTROLE EM 14 E 21 DIAS DE INCUBACAO
FONTE: A autora (2013).
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FIGURA 7 — FRAGMENTOS DE FOLHA DO EXPERIMENTO DE AVALIAGCAO DA INFLUENCIA
DOS TERPENOS NA PRODUGAO DE PICNIDIOS DA Phyllosticta citricarpa COM 21 DIAS DE
INCUBACAO.

FONTE: A autora (2013).

4 DISCUSSAO

Quando a planta esta sob a colonizacdo de um microrganismo, o
hospedeiro tem algumas possibilidades de resposta. As proprias moléculas de
sinalizacdo do patégeno podem proporcionar um meio pelo qual as plantas
podem identificar a ameaca especifica e agir. Pires (2012), avaliou a acao de
6leos essenciais do género Citrus em acdo contra microrganismos e descreveu
a agao antifungica destes Oleos contra Penicillium expansum, que tem causado
prejuizos na cultura da macga. E sabido que os metabdlitos secundarios estio
relacionados com a defesa da planta contra patégenos, agem também como
atrativos para animais polinizadores e dispersores de semente (TAIZ; ZEIGER,
2004).

Avaliando os resultados dos experimentos foi possivel notar a influéncia
dos terpenos no desenvolvimento da P.citricarpa. Em todos os experimentos
realizados foi possivel notar que o citronelol influencia tanto no crescimento da

P. citricarpa como na influéncia na producédo de picnidios levando a uma taxa
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mais baixa nos dois parametros avaliados com relagdo ao controle e também
aos outros volateis. A acdo deste terpeno € eficiente, pois a maior colénia
encontrada na realizacdo do experimento com citronelol, € menor que a menor
colonia observada no controle e no limoneno.

Nos testes com nerol, o fungo apresentou um crescimento menor
comparado ao controle e com o limoneno. J& em comparag¢do com o citronelol,
foi obtida uma média de crescimento similar, mas com desvio padrdo maior. Em
relacdo a producdo de picnidiésporos foi possivel notar o mesmo tipo de
resposta. O linalol também teve essa acéo inibitdria, sendo ela a maior entres
0s volateis testados.

Ja o limoneno, ao contrario do citronelol e do nerol, parece apresentar
acao estimulatoria, pois nas placas onde o fungo cresceu com este volatil foi
possivel notar um maior crescimento e maior producdo de picnidios que o
controle. Essa acdo estimulatoria s6 é apresentada com uma concentracéo
maior do volatil, visto que nos experimentos utilizando-se 10 puL houve estimulo,
enquanto nos experimentos utilizando-se 5 pL houve um menor crescimento,
pouco significante, em relagcdo ao controle. O beta-cariofileno possui acéo
estimulatoria maior que o limoneno.

Em todos os casos, foi utilizado o isolado LGMF006, que foi identificado
como possuidor do gene MAT 1-2-1, o mais frequente observado, Considerando
a importancia da interacdo entre a planta citrica e o fitopatdbgeno em questéo,
novos estudos deverdo ser conduzidos com um isolado MAT 1-1-1, que possui

0 gendtipo menos frequente.

5 CONCLUSAO

E possivel concluir que os terpenos volateis de citros beta-cariofileno,
linalol, limoneno, citronelol e nerol tém influéncia no crescimento do fungo
fitopatogénico P. citricarpa, em ensaios in vitro.

Considerando que em todos o0s experimentos realizados o terpeno
citronelol influenciou tanto na reducdo do crescimento da P. citricarpa como na

producéo de picnidios pelo fitopatbgeno com relagéo ao controle e também aos
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outros volateis, um ponto importante para o qual estes dados apontam seria que
uma planta com uma super-expressao de citronelol poderia oferecer maior
resisténica a Mancha Preta dos Citros. Este pode ser mais um passo no
entendimento do mecanismo de interacdo entre planta-patégeno, podendo se

tornar uma futura forma de controle dessa patologia.
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DISCUSSAO GERAL

O estudo dos genes mating type de P.citricarpa é de extrema importancia
para o entendimento do ciclo da Mancha Preta dos Citros, levando em
consideracao que os ascosporos, responsaveis pela dispersdo do fungo por
longas distancias, sédo produzidos pelo ciclo sexual. Este estudo fornece dados
para suportar a hipétese de que P.citricarpa é heterotdlica, necessitando de
mating types opostos para o desenvolvimento sexual.

Nas diversas condi¢cfes testadas nao foi obtido nenhum esporo sexual,
expondo a dificuldade de se obter essas estruturas in vitro. B6hm et al. (2013)
descrevem recentemente a reacdo sexual de uma espécie muito estudada como
o Penicillium chrysogenum, mostrando que a obtencdo desta reagcdo nédo é
facilitada. Bihon et al. (2014) descrevem os genes MAT de Diplodia pinea, mas
apesar de condi¢cOes variadas testadas ndo conseguiram observar corpos de
frutificagcéo sexual.

Na tentativa de obtencdo de ascoésporos, condicbes de producdo e
liberacdo destes esporos foram recriadas em laboratério com o desenvolvimento
de caixas com temperatura, ventilacdo e umidade controlada, utilizando-se
plantas axénicas. A caixa tratamento com fragmentos de casca de frutos com
lesdo ndo gerou resultados positivos de amplificacdo pela PCR espécie-
especifica, o que €é corroborado pelo trabalho de Truter et al., (2007) que
mostram que frutos caidos no pomar nao foram capazes de infectar folhas nos
pomares.

Considerando as possibilidades de colonizagéo dos citros por P.citricarpa
sd0 necessarias outras investigacdes para um melhor entendimento da interacéo
planta-patdégeno. Estudos recentes indicaram que alteragcdes na composicao dos
Oleos volateis presentes na casca de citros afetam o desenvolvimento do fungo
sobre o fruto (KAVA-CORDEIRO et al., 2012), sendo necessaria a avaliacao
individual desses compostos para determinar sua efetividade. Aspectos da
colonizacdo dos frutos por P.citricarpa foram investigados, avaliando-se a
relacéo entre o crescimento, colonizacao de folhas e producao de picnicios frente

aos principais terpenos produzidos na casca dos frutos citricos e que
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comprovadamente exercem um papel no processo de atracdo de pragas e
patdgenos. Foi possivel notar a acdo estimulatéria dos terpenos limoneno e
cariofileno com relagdo ao crescimento e producdo de picnidios. Citronelol,
linalol e nerol tiveram a¢ao inibitéria na producao de picnidios e no crescimento
sendo que o linalol apresentou a maior inibicdo, comparado ao citronelol e nerol.
O estudo da resposta deste fitopatdgeno a estes terpenos volateis é importante
para elucidar aspectos da interacdo deste patégeno com seu hospedeiro e
podera contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias para o controle

da Mancha Preta dos Citros.

CONCLUSOES GERAIS

Com base nas condicdes testadas e resultados obtidos, o presente estudo

permitiu observar que:

o Testes de compatibilidade conduzidos em condi¢cbes recriadas foram
realizados com 165 isolados de Phyllosticta. Algumas condi¢cdes ensaiadas,
previamente descritas na literatura, mostraram-se inadequadas para ensaios de
compatibilidade entre diferentes isolados de P. citricarpa.

o Genes mating type foram identificados apés o desenho de primers

especificos para esta espécie.

o Dos 148 isolados investigados, 21,62% apresentaram o geneMAT 1-1-1,
78,38% o0 gene MAT1-2-1.
o Em todos os testes realizados foi possivel detectar que os terpenos

citricos influenciam de diferentes formas o crescimento e a producéo de picnidios
de P. citricarpa.
o Uma planta com uma super-expressao de citronelol poderia oferecer

maior resisténica a Mancha Preta dos Citros
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