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RESUMO

A Mancha Preta do Citros (MPC) é causada pelo fungo Phyllosticta citricarpa
e afeta praticamente todas as linhagens comerciais de Citros. Esta presente em
todos os continentes, com excegcdo da Europa, e causa pontuacdes escuras,
descoloracgao, lesdes deprimidas e manchas pretas na casca do fruto. Para fins de
controle da doenga, pontos importantes da relagdo entre a planta hospedeira e o
patdogeno precisam ser elucidados. O género Phyllosticta inclui 3.000 espécies,
sendo até o momento, 46 espécies bem resolvidas filogeneticamente, e compreende
fitopatdgenos e endofiticos. O fungo P. citricarpa € hospedeiro especifico, pois é
isolado exclusivamente de plantas citricas, enquanto outras espécies deste género,
como P. capitalensis, sdo capazes de colonizar a planta de citros e diversos outros
hospedeiros de maneira assintomatica e também como patdégeno de diversas
culturas. O esclarecimento do estilo de vida de cada espécie é extremamente
importante para o entendimento e controle das doencas. Desta forma, o presente
trabalho teve como foco o estudo da interacdo das espécies P. citricarpa e P.
capitalensis com plantas de citros, utilizando duas diferentes metodologias. A
primeira foi o estudo da interacdo de P. citricarpa e P. capitalensis em folhas de
citros aderidas a planta e apés serem destacadas. Para tanto, foram obtidas e
utilizadas linhagens expressando genes reporteres para proteinas fluorescentes. Os
processos de infeccdo e colonizagdo foram observados em microscopia de
fluorescéncia. Os resultados sugerem diferentes estilos de vida para as duas
espécies, sendo que ambas penetram no tecido de folhas destacadas de citros,
enquanto somente P. capitalensis apresentou penetracdo quando a folha permanece
aderida a planta. Na segunda metodologia empregada, foi realizada a analise do
processo de colonizagdo de tecidos da casca de frutos citricos pela espécie
Phyllosticta citricarpa, em frutos destacados e nao destacados. Para tanto, frutos
foram inoculados em diferentes condi¢cbes e foi avaliada a quantidade de DNA do
fungo recuperado 0, 3, 7, 14 e 21 dias apds a inoculagdo. A quantificagdo do DNA
recuperado a partir dos tecidos do fruto foi realizada por meio de gPCR. O
experimento foi realizado utilizando-se duas fontes de indculo: micélio e suspenséo
de esporos. Observou-se que quando o micélio é inoculado, o desenvolvimento nos
primeiros 14 dias apos a inoculagdo (dpi) é crescente, e atinge um crescimento
exponencial entre o 14° e o 21° dpi. Quando a suspensao de esporos foi utilizada,
houve pouca variagao na quantidade de DNA de P. citricarpa recuperado até o 14°
dpi. Entre o 14° e o 21° dpi, houve crescimento exponencial, resultante da
germinagao dos esporos e subsequente colonizagédo do fruto pelo fungo. Nao foram
encontradas diferengas entre o desenvolvimento do fungo em frutos destacados ou
mantidos na planta, para ambas as formas de inoculagdo. A sonda de Van Gent-
Pelzer et. al (2007) detectou com sucesso o DNA do fungo nas amostras, mesmo
quando em pequenas quantidades, mas apontou falso-positivos em amostras
controle contendo P. capitalensis. Dessa forma, o seu uso ndo é recomendado como
unico meétodo de avaliagdo qualitativa para a presenca de P. citricarpa em amostras
de frutos.

Palavras-chave: Phyllosticta citricarpa, Phyllosticta capitalensis, Mancha Preta do
Citros, PCR em tempo real, transformacdo mediada por Agrobacterium tumefaciens.



ABSTRACT

The Citrus Black Spot (CBS) is caused by the pathogenic fungal
Phyllosticta citricicarpa and affects virtually all commercial strains of Citrus. It is
present worldwide, except Europe, and causes discoloration, depressed lesions and
black spots on the fruit skin. So the disease can be controlled, some important points
of the relationship between the host plant and the pathogen need to be elucidated.
Thus, in this paper, we focus on the study of the interaction with P. citricicarpa and its
host plant through two strategies. One it was the transformation of strains of P.
citricicarpa and P. capitalensis, a species capable of colonizing citrus plants
asymptomaticly, to obtain transformants capable of expressing the reporter protein
DsRed. The transformants were then inoculated on dettached and attached leaves
and the development was observed by microscopy. The evaluation resulted in signs
of colonization by both species in dettached leaves, but only P. capitalensis was
abble to enter the leaves that remains adhered to the plant, suggesting an better
colonization capacity to the endophytic fungus. Another approach to experimentation
focused on the study of methods for inducing symptoms, by inoculation of a strain of
P. citricicarpa in attached and dettached fruits, and avaluating the amount of DNA of
the fungus five times (day 0, day 3, day 7, day 14 and day 21 after inoculation). Since
the induction studies are conducted with dettached fruits, and the disease occuring in
the field in fruits that are still dettached, it is important to investigate possible
differences between the behaviors of the fungus in both situations. It was possible to
follow the development process of the fungus inoculated either as mycelium or as
spore, in both dettached and attached fruits. When the mycelium is inoculated, the
development in the first 14 days after inoculation increases, and reaches an
exponential growth between the 14th and the 21th day. When the spore suspension
was inoculated, there is little variation in the amount of DNA until the 14th. Between
the 14th and the 21th day, there is an exponential growth, resulting from the outbreak
of the spore and subsequent colonization of the fruit by the fungus. No differences
were found between the development of the fungus in detached or attached fruits, for
both forms of inoculation. The Van Gent-Pelzer et. al (2007) probe successfully
detected the DNA of the fungus in the samples, even in small amounts, but noted
false positives in control samples containing P. capitalensis. Thus, its use is not
recommended as sole method of qualitative assessment for the presence of P.
citricicarpa in fruit samples.

Keywords : Phyllosticta capitalensis , Phyllosticta citricicarpa , Citrus Black Spot, real-
time PCR , transformation mediated by Agrobacterium tumefaciens.
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1 INTRODUGAO

O Brasil destaca-se mundialmente na produgdo agricola, e dentre suas
atividades mais representativas esta a citricultura. O pais € o maior produtor mundial
de laranja, com 18 milhdes de toneladas produzidas em 2012 (FAO, 2014). O cultivo
de citros esta presente em varios municipios do pais, sendo seus maiores
produtores os estados de Sao Paulo, Parana, Minas Gerais, Bahia, e Sergipe (IBGE,
2013).

Mesmo com a sua grande representatividade no cenario internacional da
exportagdo de citros, a produtividade brasileira é afetada por problemas
fitossanitarios, como a clorose variegada dos citros, a leprose, o cancro citrico, o
“greening”, e a Mancha Preta do Citros (MPC). A MPC é causada pelo fungo
Phyllosticta citricarpa (McAlpine) Aa (1973), (fase sexual: Guignardia citricarpa
Kiely(1948)). Com a delegédo do Artigo 59 do Cdédigo Internacional de Nomenclatura
de algas, fungos e plantas, que permitia nomes diferentes para formas sexuais
diferentes do fungo, em vigor desde 1° de janeiro de 2013, permaneceu em uso 0
nome cujo o género foi descrito primeiro (HAWKSORTH, 2011). Como Phyllosticta
foi descrito em 1818, e Guignardia em 1892, o nome atualmente em uso é
Phyllosticta citricarpa (GLIENKE et al., 2011; WIKEE et al., 2013).

Todas as linhagens comerciais de laranja-doces (Citrus sinensis (L.)
Osbeck), assim como os limées (C. limon (L.) Burm.) e outras variedades de Citrus
spp. sado suscetiveis a doenga. S&o excegao a laranja azeda (C. aurantium L.) e
seus hibridos, que s&o resistentes (KOTZE, 1981), e a lima acida Tahiti (C. /atifolia),
que é insensivel a doenca, embora o fungo possa ser isolado de suas folhas e frutos
(BALDASSARI et al., 2008).

A doenca se manifesta através de pontuacdes escuras, descoloracao,
lesdes deprimidas e manchas pretas na casca do fruto. Atualmente esta presente
em paises da Africa, Asia, Oceania, América do Sul, América do Norte e Caribe. E
um patdégeno quarentenario A1 na Europa, sendo a entrada de frutos com sintomas
de MPC impedida por barreiras fitossanitarias, o que impede sua exportacdo. Apesar
de n&o alterar a qualidade interna do fruto, a presenca da MPC ocasiona

depreciacédo do produto no mercado interno, devido aos sintomas na casca, sendo o
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fruto pouco atrativo ao consumidor. Além disto, pode ocorrer a queda prematura dos
frutos, o que também acaba comprometendo a produgéo.

O controle da MPC se da, principalmente, pelo emprego de fungicidas, que
devem ser pulverizados de duas a seis vezes por ano, devido ao longo periodo de
suscetibilidade dos frutos, e numeros maiores de aplicagbes caso os frutos sejam
destinados para o comércio de fruta fresca (FUNDECITRUS, 2008). Essas
aplicagdes elevam o custo do controle para o produtor e acabam encarecendo o
produto.

Ha necessidade de que alternativas eficientes de controle da doenga, mais
baratas e menos prejudiciais, sejam desenvolvidas. Entretanto, pontos importantes
da relacdo entre a planta hospedeira e o patégeno ainda sao desconhecidos. Esses
pontos precisam ser esclarecidos para a total compreensdo da epidemiologia da
MPC e subsequente desenvolvimento de alternativas de medida de controle. Desta
forma, o presente trabalho teve como foco o estudo da interagao P. citricarpa com
sua planta hospedeira.

O estudo foi realizado por meio de duas diferentes metodologias. A primeira
foi o estudo de interagcdo de P. citricarpa e P. capitalensis (espécie capaz de
colonizar a planta de citros de maneira assintomatica) com a sua planta hospedeira.
Para tanto, foram obtidas linhagens expressando genes repodrteres para proteinas
fluorescentes, que foram inoculadas em folhas aderidas a planta e apds serem
destacadas. Os processos de infecgcado e colonizagdao foram entdo observados em
microscopia.

Na segunda metodologia empregada, foi realizada a analise do processo de
colonizagdo de tecidos da casca de frutos citricos pela espécie Phyllosticta
citricarpa, em frutos destacados e ndao destacados. Este experimento visa auxiliar no
esclarecimento das diferengas observadas nos processos de desenvolvimento de
lesdes de MPC em frutos citricos. Observou-se que em experimentos de inducéo de
sintomas de MPC em frutos na planta, ocorre o desenvolvimento de lesbes mesmo
na auséncia de injuria. Entretanto, quando tais experimentos sdo realizados em
frutos destacados em condicbes de laboratério, o desenvolvimento de lesdes
somente ocorre se o fungo for inoculado em injurias provocadas artificialmente na
superficie do fruto (Goulin, 2012). Trés hipoteses sdo levantadas para tentar explicar

tal diferenca: 1) Os esporos de P. citricarpa nao germinam na superficie do fruto
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quando este nao esta aderido ao fruto; 2) Os esporos de P. citricarpa germinam mas
nao ocorre a infeccdo da casca em frutos destacados da planta; 3) O fungo
apresenta germinacao e penetracdo mas as lesbes caracteristicas de MPC
dependem da resposta do fruto ao processo de infecgao, que nao ocorrem quando o
fruto foi destacado. Essa avaliagao foi realizada por meio deavaliacdo diferencial da

quantidade do DNA do patdgeno nos frutos nas duas situagdes, ao longo do tempo.

2 OBJETIVOS

- Obter transformantes do fungo Phyllosticta capitalensis expressando o
gene reporter DsRed, que codifica para a proteina fluorescente vermelha, via
Agrobacterium tumefaciens.

- Comparar os processos de colonizagao de plantulas citricas por linhagens
transformadas das espécies Phyllosticta citricarpa e P. capitalensis.

- Comparar os processos de infeccdo e colonizagdo de frutos citricos na

planta e destacados pelo fungo Phyllosticta citricarpa por meio de qPCR.
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3 CAPITULO | — Comparacgdo dos processos de colonizacdo de plantulas
citricas por linhagens das espécies Phyllosticta citricarpa e P. capitalensis

expressando genes reporteres.

3.1 Introducgao

A Mancha Preta do Citros (MPC) é uma doenca que causa muitas perdas
para as culturas de frutos citricos no Brasil e no mundo. A MPC ocasiona formacgdes
de manchas escuras nas cascas dos frutos, sem danificar internamente o produto, e
€ causada pelo fungo Phyllosticta citricarpa (McAlpine) Aa. Anteriormente também
chamada de Guignardia citricarpa, nome da sua forma sexuada, desde 1° de Janeiro
de 2013 é usado exclusivamente o nome cujo género é o mais antigo, sendo entéo
utilizado Phyllosticta citricarpa (HAKSWORTH et al, 2011; GLIENKE et al, 2011;
WIKEE et al., 2013).

O risco da MPC esta associado a queda prematura dos frutos e sua
desvalorizagdo no mercado, por ser menos atrativo ao consumidor devido as lesdes
na casca. Diversas variedades de Citrus sp. sao suscetiveis a doenca, incluindo
todas as linhagens comerciais de laranja-doces (Citrus sinensis (L.) Osbeck) e
limdes (C. limon (L.) Burm.). A MPC esta presente na Oceania, Africa, Asia e
América, tendo sido relatada em pomares da Florida em 2010 (SCHUBERT, 2013).
E considerada doenga quarentenaria A1 na Europa, o que impede a exportacdo de
frutos oriundos de pomares localizados em regides onde a MPC esteja presente.

A facilidade de disseminagao pelo vento ou por material propagativo faz com
que a doenca se espalhasse facilmente. O ciclo da MPC no fruto se inicia quando as
folhnas de citros infectadas caem e entram em decomposi¢cdo. Nelas surgem os
ascosporos, que sao dispersos pelo vento e sdo responsaveis por infectar folhas e
frutos de outras plantas do pomar de citros (HUANG, 1972; REIS, 2006). Quando
isso ocorre o fungo causa lesbes nas cascas dos frutos, onde sdo produzidos os
picnidiésporos, que podem dispersar a doenga em curtas distancias, por agua da
chuva (SPOSITO, 2008). A doenga pode permanecer em fase latente, sem que
aparecam sintomas (McONIE, 1964). A espécie P. citricarpa foi até o momento,
relatada exclusivamente em plantas de citros, sendo um fungo hospedeiro-

especifico.
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Por outro lado, Phyllosticta capitalensis, € um fungo cosmopolita (Glienke et
al., 2011), sendo encontrado como endofitico de plantas citricas e presente em
diversas familias de plantas lenhosas. Em citros, foi durante muito tempo confundido
com a espécie Phyllosticta citricarpa, por serem morfologicamente muito
semelhantes e serem isolados associados. Entretanto, o fungo P. capitalensis néao
causa a doengca MPC (BAAYEN et al., 2002; GLIENKE-BLANCO et al., 2002;
EVERETT, 2006; GLIENKE et al., 2011), mas é relatada como uma espécie
patogénica em diversos hospedeiros, como por exemplo, orquideas (HENNINGS,
1908; GLIENKE et al., 2011, WIKEE et al., 2013)

Os processos de colonizagdo dessas duas espécies de fungos em plantas
de citros ainda sao desconhecidos, entretanto, sabe-se que nestas plantas,
P. capitalensis apresenta colonizagdo como fungo endofitico, enquanto P. citricarpa
apresenta colonizacao restrita, mas promove a doenca MPC. O estudo comparativo
da interacdo destas duas espécies com plantas de citros pode contribuir para
elucidar o mecanismo pelo qual P. citricarpa promove a doenca MPC. Uma
estratégia para esse estudo € a utilizacdo de linhagens que expressem genes para
producdo de proteinas fluorescentes e subsequente utilizagdo de microscopia de
epiflurescéncia. A inser¢gdo de genes reporteres em fungo tem sido realizada com
sucesso utilizando-se  Agrobacterium  tumefaciens. A  metodologia de
agrotransformacao ja foi utilizada com sucesso para a insercao do gene para a
proteina fluorescente verde (GFP) em Phyllosticta citricarpa (FIGUEIREDO et al.,
2010) e P. capitalensis (GOULIN, 2010).

Tendo em vista a autofluorescéncia verde emitida pela planta de citros, em
estudos de interagao citros-fungos, € mais indicado o uso de genes que codifiquem
para proteina fluorescente vermelha do que a verde, como por exemplo, DsRed.
Assim, o presente trabalho visou a obtencdo de transformantes da espécie
Phyllosticta capitalensis expressando o gene repérter DsRed, que codifica para a
proteina fluorescente vermelha, via Agrobacterium tumefaciens. Objetivou ainda
comparar o0s processos de colonizagdo de plantulas citricas por linhagens

transformadas das espécies Phyllosticta citricarpa e P. capitalensis.
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3.2Materiais e Métodos

3.2.1 Material Bioldgico

A linhagem selvagem de Phyllosticta capitalensis (LGMF220) e a linhagem
de P. citricarpa transformada com o gene para a proteina reporter GFP (LGMF06-2-
GFP) pertencem a colecao de cultura do Laboratério de Genética de Microrganismos
da Universidade Federal do Parana. O transformante LGMF06-2-GFP foi
selecionado por possuir crescimento semelhante ao do fungo selvagem (TORQUES,
2011).

A bactéria Agrobacterium tumefaciens EHA105 foi gentilmente cedida pelo
Laboratério de Biotecnologia Vegetal (Embrapa/Soja — Londrina, PR), e contém o
plasmideo pCAMDsRed (FIGURA 1Erro! Fonte de referéncia nao encontrada.),
qgue possui 0 gene DsRed, capaz de codificar para a proteina fluorescente vermelha,
0 gene hph, que confere resisténcia a higromicina, e o gene npt I, que codifica para
neomicina fosfotransferase I, que confere resisténcia a canamicina, para selecao

em bactéria.

FIGURA 1 - PLASMIDEO pCAMDSRED CONTENDO GENE DE RESISTENCIA A HIGROMICINA
(hph) E O GENE REPORTER dsred.

Xhol _ .
T-border (left) s PgpdA

kanamycin (R)
‘DsRed-Express

}\_ TtrpC

T-border (right)

PCAMDsRed

12008 bp

FONTE: Eckert et al. (2005).
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3.2.2 Agrotransformacao das linhagens de P. capitalensis

A agrotransformacgao foi realizada segundo Figueiredo et al. (2010), com
modificagdes. A bactéria Agrobacterium tumefaciens contendo o plasmidio
pCAMDsRed foi repicada em meio Luria-Bertani (LB), acrescida de rifampicina
(50pI/ml) e de canamicina (50ul/ml), e mantida a 28 °C por 24h a 180rpm. Apds esse
tempo, a cultura foi repicada em meio de inducéao liquido (IM) (10 mM de K2HPO4,
10 Mm KH2PO4, 2,5 mM de NaCl, 2,0 mM de MgSO4, 0,7 mM de CaCl2, 9,0 uM de
FeS0O4, 4,0 mM de (NH4)2S04, 0,5% (v/v) de glicerol, 10 mM de glicose e 40 mM de
acido  2-[N-morfolino]-etanossulfénico  esterilizado por filtragdo, pH 5,3),
acrescentado de acetoseringona (AS) 250 pmol, e diluida para uma OD660 de 0,15.
Quando a OD660 atingiu 0,3, foi feita a inoculagdo de 100 pl da cultura de bactérias
em placas contendo meio IM sdlido, acrescido de acetoseringona 250 pmol, que ja
haviam sido inoculadas com o fungo aproximadamente 48h antes. A inoculacédo do
fungo foi feita extraindo uma pequena quantidade de micélio de uma placa de Petri
(com 10 dias de crescimento) e colocando em tubos contendo solugao salina. Apos
homogeneizagéo, a solugdo foi incubada a 40° C por 5 minutos. Dessa solugéo,
100 ul foram colocados em cada placa de Petri e distribuidos pelo meio IM com o
auxilio de uma alg¢a de Drigalski.

Apos a inoculagao da bactéria sobre as placas contendo o fungo, seguiu-se
um tempo de 48h de co-cultivo, em que as placas foram mantidas a 28° C. Ao
término do tempo, o meio seletivo M-100, acrescido de higromicina (100 pl/ml) e
cefatoxima (200 ul/ml) foi derramado sobre as placas, para que somente os fungos
transformados, resistentes a higromicina, fossem capazes de crescer por ele. Cada
possivel transformante foi transferido para placas contendo meio Batata-Dextrose-
Agar (BDA), e foram repicados nesse meio por mais cinco vezes, e apos, novamente

repicado em meio seletivo, para avaliagao de estabilidade mitdtica.

3.2.21 Avaliagao dos transformantes
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Os fungos foram avaliados em microscopio de epifluorescéncia (Carl Zeiss,
modelo Zeiss Axiophot, camera de captura de imagens monocromatica CCD e
software Spectral Aquisition), filtro TRITC (545/30 nm, 620/60 nm).

Para confirmar a presenga do gene de resisténcia a higromicina (hph), o
DNA dos transformantes foi extraido com o kit de extracdo UltraClean® microbial
DNA Isolation Kit (MO BIO®), segundo instru¢cdes do fabricante, e submetido a PCR
com 0s primers hph1 (5’AGCGTCTCCGACCTGATG3) e hph2
(5'CGACGGACGCACTGACGG3)), segundo Malonek e Meinhardt (2001). Para cada
reagao, utilizou-se 20 ng de DNA do fungo transformado, 2mM MgCl2, 0,1mM de
cada dNTP, tampao de PCR 1X, 0,4uM de cada um dos primers e 1U de Taq
Polimerase. As condigbes da PCR foram: 94°C por 5min; seguidos de 30 ciclos de
94°C por 30s, 55°C por 30s, 72°C por 30s e 72°C por 7min. As reagbes foram
realizadas em termociclador Mastercycler da Eppendorf. O produto de PCR foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 1,5%, visualizado em luz UV (Ultraviolet
Benchtop transilluminators) e em seguida fotografado (Digi doc it software).

Os transformantes foram avaliados quanto ao seu crescimento em
comparagdo com a linhagem selvagem durante 30 dias. As linhagens foram
inoculadas em placas de Petri contendo meio de cultura BDA pH 5,8, a partir de
discos de 1 cm de didmetro, contendo micélio com 10 dias de crescimento. As
placas foram incubadas em B.O.D a 28°C. A taxa de crescimento micelial das
linhagens foi avaliada por medidas realizadas ao longo dos eixos x e y, a cada 7

dias. O experimento foi realizado em triplicata.

3.2.3 Avaliagao da infecgao em folhas de citros

ApoOs a avaliagdo de crescimento, um transformante de P. capitalensis
(LGMF220-dsred04) foi selecionado para inoculacdo em laranjeiras (Citrus sinensis
(L.) Osbeck) com aproximadamente dois anos de vida.

O experimento foi realizado em seis tratamentos, conforme Quadro 1. A
inoculagao foi realizada utilizando-se duas metodologias: uma inoculando as folhas
com suspensao de micélio e a outra com suspensao de esporos dos transformantes.

Os fungos foram repicados em meio BDA e, apdés 10 dias, uma pequena
quantidade de micélio foi retirada e colocada em tubos contendo solugao salina, que
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foram homogeneizados e incubados por 5 minutos a 40° C. A suspensé&o de esporos
foi obtida de fungos crescidos em meio BDA por aproximadamente 20 dias, através
de lavagem das placas com solugéo salina, e a concentragdo utilizada foi de 2 x 10°
esporos/ml.

As folhas a serem inoculadas foram lavadas com agua, e metade delas
foram destacas das plantas. Cada folha recebeu duas gotas de 20ul da suspenséao

de micélio ou esporos, conforme Quadro 1.

QUADRO 1 — DIFERENTES TRATAMENTOS REALIZADOS NO EXPERIMENTO DE INOCULACAO
EM FOLHAS DE Citrus sp.

Espécie / -
Tratamento Linhagem F_or'ite de Condigdo da Avaliacao Resultado
. inéculo folha
inoculada
Microscopia Baixa
1 Esporos Na planta Eletronica de L
germinagao
o Varredura
P. citricarpa /
5 LGMF06- Na planta Confocal Sem
gfp02 P Multifoton penetracéo
Micélio
Confocal ~
3 Destacada Multifoton Penetracao
Microscopia Germinacéo e
4 Esporos Na planta Eletronica de 9 .
apressorio
) ) Varredura
P. capitalensis
/LGMF220- Confocal ~
S dsred04 Na planta Multifoton Penetracdo
Micélio
Confocal ~
6 Destacada Multifoton Penetracao
FONTE: A autora (2014).
3.2.31 Avaliacao das folhas inoculadas

Nas folhas dos tratamentos 2, 3, 5 e 6, apds 20 dias, a regidao onde foi
realizado o inéculo foi recortada e colocada em lamina de vidro sobre uma gota de
agua destilada, coberta com laminula e selada com esmalte. As |aminas foram

avaliadas em microscopio Nikon A1R MP+ Multiphoton Confocal.
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As folhas dos tratamentos 1 e 4 , apdés 90 dias, foram preparadas para
analise em microscopio de varredura, através de desidratacdo com alcool, ponto
critico e metalizagao com ouro (SILVEIRA, 1989). As amostras foram avaliadas em

microscopio de varredura VEGA3 Tescan.

3.3Resultados

3.3.1 Agrotransformacao das linhagens de P. capitalensis

Para a obtengdo do protocolo apresentado e das linhagens transformadas,
diversas variacbes foram testadas. A aplicagdo do protocolo segundo Figueiredo
(2010) foi tentada sem sucesso. A dificuldade de conseguir esporos em alta
concentragédo (maior ou igual a 10°) levou a necessidade de buscar a utilizagdo do
micélio para a transformacéo.

Testes foram feitos com realizagdo da inoculagdo do fungo com
A. tumefaciens em papéis filtros (DE GROOT, 1998; SEBASTIANES et al., 2012)
autoclavados, que, apés o tempo de co-cultivo, eram transferidos para o meio
seletivo BDA, acrescido de higromicina (100 ul/ml) e cefatoxima (200 ul/ml). Essa
técnica ndo apresentou resultados positivos e mostrou-se trabalhosa e com grande
demanda de materiais.

A concentracao de acetoseringona (AS) adicionada ao meio IM também foi
variada. Enquanto grande parte dos experimentos utilizou-se de 200 uM de AS, no
protocolo que apresentou resultados positivos foi utilizada a concentracdo de
250 uM. A proporgéo do volume de indculo de A. tumefaciens e dos fungos também
foi variado (QUADRO 2), sendo que o volume de 100 ul para ambos foi o que

resultou em transformantes.

QUADRO 2 - PROPORGCOES UTILIZADAS PARA O INOCULO DE CO-CULTIVO.

Volume de in6culo do Volume de in6culo de
Tratamento fungo A tumefaciens Resultado
1 100 pl 100 pl +
2 100 pl 200 ul -
3 200 pl 100 pl -
4 200 ul 200 pl -

FONTE: A autora (2014).
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Apos tentativas sem sucesso de inocular o fungo e A. tumefaciens ao
mesmo tempo para o co-cultivo, a variagdo de inocular o fungo horas antes da
inoculagao da bactéria foi testada. Isso se justifica pelo crescimento muito lento da
linhagem em oposigédo ao crescimento rapido da bactéria. A intengdo era que o
fungo ja estivesse crescendo sobre a placa quando A. tumefaciens fosse inoculada,
(ABUODEH et al., 2000). Testes foram feitos com placas inoculadas com
P. capitalensis 48h e 24h antes da inoculacdo da bactéria. Todas as linhagens
transformantes obtidas vieram de placas que haviam sido inoculadas 48h antes.

O tempo de duracao do co-cultivo foi variado para aumentar as chances de
interacado entre o fungo e a bactéria. Foram feitos experimentos com placas em co-
cultivo por 48h e por 72h, sendo que todas as linhagens transformadas vieram de

placas com 48h de co-cultivo.

3.3.2 Avaliagao dos transformantes

Inicialmente, 53 possiveis transformantes de P. capitalensis foram retirados
das placas de meio seletivo e submetidos a avaliacdo de estabilidade mitética.
Destes, cinco transformantes continuaram a crescer e foram avaliados em
microscopia de epifluorescéncia. Todos apresentaram emissao de fluorescéncia
vermelha (FIGURA 2). O transformante LGMF220-dsred04 apresentou o
crescimento similar a linhagem selvagem apo6s 30 dias, e foi selecionado para as

analises subsequentes.
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FIGURA 2 - FOTOMICROGRAFIA DE LINHAGEM TRANSFORMADA LGMF220dsred04 (A e B) E
SELVAGEM (C e D) DE Phyillosticta capitalensis (LGMF220) NOTA: A e C: MICROSCOPIA OPTICA;
B e D: MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

FONTE: A autora (2014)

3.3.3 Avaliacao da infecgao em folhas de citros

A observacéo das folhas de citros foi realizada em microscopio Nikon A1R
MP+ Multiphoton Confocal. Apéds inoculacédo com a linhagem LGMF220-dsred04
utilizando-se o filtro TRITC revelou a emissao de fluorescéncia vermelha pelo
transformante (FIGURA 3). No entanto, utilizando o filtro FITC, ndo observou-se
emissao de fluorescéncia quando a linhagem LGMFO06- gfp02 de P. citricarpa foi
inoculada em folhas de citros, (FIGURA 3). Isso provavelmente ocorreu devido ao
espectro da fluorescéncia emitida pela folha de laranjeira e da fluorescéncia da
proteina GFP expressada pelo fungo serem muito similares, tornando dificil sua

diferenciacao. Desta forma, optou-se pela utilizacdo da construcado de canais virtuais
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(496-508 nm; 526- 556 nm; 586-658 nm) para escaneamento do microscopio Nikon
A1R MP+ Multiphoton Confocal. Assim, observou-se a emissao de fluorescéncia
pela linhagem LGMF06gfp02 (FIGURA 4).

FIGURA 3 - IMAGEM DE MICROSCOPIO MULTIPHOTON CONFOCAL DE LINHAGENS
TRANSFORMADAS DE Phyillosticta capitalensis EXPRESSANDO DSRED (A e B) E Phyillosticta
citricarpa EXPRESSANDO GFP (C e D). NOTA: A e C — SOMENTE MICELIO; B e D — LINHAGENS
INOCULADAS EM FOLHAS. NAO FOI OBSERVADA FLUORESCENCIA EM D. SETAS: AREA
ESCURA CORRESPONDENTE AO MICELIO NAO FLUORESCENTE

A

FONTE: A autora (2014).

Apos a visualizagado das laminas, podem-se perceber regides onde o fungo
P. capitalensis LGMF220Dsred04 penetra na folha de citros (FIGURA 4), sugerindo
o inicio de sua colonizagdo em ambas os tratamentos: folhas destacadas e na
planta. Por outro lado, o transformante gfp02 de P. citricarpa LGMFO06, foi observado
penetrando os tecidos foliares apenas quando inoculados em folhas destacadas
(FIGURA 4 e QUADRO 1).
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FIGURA 4 - IMAGEM DE MICROSCOPIO MULTIPHOTON CONFOCAL DE Phyllosticta capitalensis
LGMF220-dsred04 E Phyllosticta citricarpa LGMF06-gfp02 INOCULADOS EM FOLHA DE CITROS
DESTACADAS E NAO DESTACADAS DAS PLANTAS. AS IMAGENS 3D MOSTRAM A
CONSTRUCAO TRIDIMENSIONAL F FEITA PELO MICROSCOPIO DA SUPERFICIE DA FOLHA E
DO MICELIO SOBRE ELA, COM FOCO EM UM PONTO DA IMAGEM. AS IMAGENS DE CORTE
MOSTRAM ESSE MESMO PONTO EM CORTE TRANSVERSAL E LONGITUDINAL. SETAS:
REGIAO ONDE O FUNGO PERFURA A SUPERFICIE DA FOLHA.

ESpéC|e Corte Corte
) Folha Imagem 3D -
inoculada & transversal longitudinal

= b E
— ‘c’b .:_,I
» .-«w.,_:“',‘_-
- - '6}.‘.‘-‘-’-_‘-1
Destacada s
P. capitalensis
Nao
destacada

Destacada

P. citricarpa

Nao
destacada

NOTA: PARA P. citricarpa INOCULADA EM FOLHA NAO DESTACADA DA PLANTA DE CITROS,
NAO HA INDICIOS DE PERFURAGAO DA SUPERFICIE FOLIAR E PENETRACAO.
FONTE: A autora (2014)

As imagens resultantes da microscopia de varredura demonstram o
desenvolvimento dos esporos dos transformantes de P. citricarpa e P. capitalensis

inoculados em folhas de laranjeira (FIGURA 5).
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FIGURA 5 - IMAGENS DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DE FOLHAS DE
CITROS DESTADAS E INOCULADAS COM P. capitalensis LGMF220dsred04 (A-C) E P. citricarpa
LGMF06gfp02 (D-F).

FONTE: A autora (2014).
NOTA: SETAS INDICAM FORMACAO DE APRESSORIO EM ESPOROS. BARRA = 50 um.

3.4 Discussao

Controles sem o uso de AS foram feitos, mas ndo houve transformacao,
evidenciando a importdncia de AS para a indugdo dos genes vir e
consequentemente, para o processo da transferéncia do plasmideo de A.
tumefaciens (DE GROOT et al., 1998; BUNDOCK et al.,1995). Apesar de ter sido
demonstrado que para Hebeloma cylindrosporum e Colletotrichum ftrifolii, AS néo é
estritamente necessaria nas pré-culturas (COMBIER et al., 2003; TAKAHARA et al.,
2004; MUNCH et al., 2011), a sua concentracdo na fase de co-cultivo, além de
necessaria, tende a ser proporcional ao numero de transformantes obtidos. Segundo
Leclerque et al. (2004), que estudaram o sucesso da variagdo na concentracao de
AS no co-cultivo desde 100 yM até 500 uM, quanto maior a concentracdo, maior o
numero de transformantes obtidos.

O aumento na quantidade de bactérias inoculadas nao resultou em sucesso

na transformacéo, similarmente aos resultados obtidos por Meyer et al. (2003),
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provavelmente devido a limitacdes nutricionais e espaciais. Uma maior quantidade
inoculada dos fungos também n&o se mostrou eficiente neste trabalho,
provavelmente pelos mesmos motivos limitantes de crescimento.

Diversos estudos com transformagdo demonstram que fungos diferentes
apresentam tempos otimos de co-cultivo diferentes (MEYER et al., 2003;
MICHIELSE et al., 2005; COMBIER et al., 2003; MULLINS et al., 2001). No presente
trabalho, placas em co-cultivo por 48h e por 72h foram testadas, sendo que todos os
transformantes foram obtidos das placas com 48h. Esse resultado esta de acordo
com Figueiredo et al. (2010), que realizou a transformacao de P. citricarpa com a
insercao do gene gfp, e também manteve o co-cultivo por 48h.

Apesar de que todas as linhagens apresentam fluorescéncia quando
somente seus micélios sao observados, durante a avaliagao das laminas das folhas
inoculadas, no microscopio Nikon A1R MP+ Multiphoton Confocal, foi possivel
observar somente a fluorescéncia do transformante que continha o gene para a
proteina DsRed. A fluorescéncia emitida pela proteina GFP apresentou interferéncia
com a autofluorescéncia das folhas da laranja, e nao foi possivel separa-las nas
imagens obtidas. Resultados semelhantes foram obtidos por Santos (2013) que
relataram que transformantes de P. citricarpa expressando a proteina GFP e de
Diaporthe sp. expressando a proteina DsRed n&o apresentaram fluorescéncia
quando inoculados em folhas de citros.

No presente trabalho, a utilizacdo do microscopio Nikon A1R MP+
Multiphoton Confocal foi essencial para a observagao da fluorescéncia do DsRed,
que aparece discreta em comparacdo a autofluorescéncia da folha. Enquanto o
DsRed expressa pelo fungo possui um pico de comprimento de onda de 580 nm, as
folnas observadas possuiam um pico de emissdo em torno de 500 nm, sendo
possivel a sua diferenciacdo pelo microscopio. Ja para o transformante LGMF06-
gfp02, observou-se que a proteina GFP é expressa pelo fungo quando em contato
com a planta, mas a sua diferenciagdo nao € possivel devido ao comprimento de
onda do pico de emissdo da folha e do GFP serem proximos (aproximadamente
510 nm). Assim, para experimentos futuros envolvendo inoculagdo de fungos em
laranjeira, recomenda-se a utilizagao de genes reporteres diferentes do gfp.

Em relagdo as analises de infecgdo de folhas de citros pelas linhagens
LGMFO06gfp02 de P. citricarpa e LGMF220dsred04 de P. capitalensis, foi possivel
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observar diversas regides onde o fungo apresenta penetragédo do tecido foliar. Essa
penetracdo € melhor observada na Figura 4 nas imagens tridimensionais obtidas, e
também com as imagens em corte, que oferecem a visdo de corte transversal e
longitudinal de qualquer ponto da imagem.

As regidbes que sugerem a penetragdo da folha pelos fungos na folha
apresentam a superficie da folha intacta, com a hifa do fungo visivel por cima dela,
até um dado ponto onde a superficie da folha € rompida e a hifa parece atravessa-la
(Figura 4). Tal penetracdo foi observada para P. capitalensis LGMF220dsred04 tanto
nas inoculacbes em folhas destacadas quanto em folhas mantidas na planta. Por
outro lado, o fungo P. citricarpa LGMF06gfp02 apenas penetrou no tecido foliar
quando inoculado em folhas destacadas.

Na observacado das imagens obtidas em microscopia de varredura, nota-se
que mesmo apos 90 dias, enquanto P. capitalensis apresentou germinagao dos
esporos, formacao de apressorio e peg de penetragao, o P. citricarpa apresentou
baixa taxa de germinagao de esporos. Pode-se observar que mesmo apos 90 dias, a
maioria dos esporos permaneceram na superficie foliar sem apresentar germinacao
(FIGURA 5).

Em experimento visando observar a sobrevivéncia de esporos de
P. citricarpa LGMF06gfp02 em folhas destacas de laranjeira, folhas esterilizadas
foram colocadas em placa de Petri e 30 pyl de suspensdao de esporos
(10° esporos/ml, obtidos de placas com 20 dias de crescimento, através de lavagem
com solugao salina) foram depositados em suas superficies. Algodao hidratado foi
utilizado para manter camara umida. As placas foram mantidas em temperatura
ambiente. Apds 2, 7 e 14 dias, as gotas contendo os esporos eram recolhidas com
utilizacdo de micropipeta. Em caso de evaporacdo, 30 uL de solucdo salina eram
recolados sobre o local de inoculagdo e, ap6s homogeneizagdo, a nova gota era
recolhida. Aplicou-se em |lamina de vidro coberta com laminula para avaliagdo em
microscopio de epifluorescéncia (Carl Zeiss, modelo Zeiss Axiophot) (FIGURA 6). As
imagens mostram a germinagao dos esporos a partir do sétimo dia e a formacao de

hifas no 14° dias.
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FIGURA 6 - IMAGENS DE MICROSCOPIA DE LUZ (A-C) E DE EPIFLUORESCENCIA (D-F) DE
ESPOROS DE LGMF06- gfp02 INOCULADOS EM FOLHAS DESTACADAS. NOTA: A-D: APOS 2
DIAS; B-E: APOS 7 DIAS; C-F: APOS 14 DIAS. AUMENTO: 20x.

FONTE: A autora (2013).

Estes resultados demonstram que Phyllosticta citricarpa apresenta
desenvolvimento (germinagcdo e crescimento) na superficie de folhas de citros
destacadas, sendo que apds 14 dias de inoculacdo de uma suspensao de esporos,
€ observado o desenvolvimento de hifas. Isso, no entanto ndo ocorre quando a folha
ainda se encontra aderida a planta (FIGURA 5). Entretanto, os esporos de P.
capitalensis germinam na folha ndo destacada, e ocorreu penetracdo da folha em
ambas as situagoes (folhas destacadas e aderidas a planta). Sabe-se que mesmo in
vitro, P. citricarpa apresenta crescimento micelial mais lento e apresenta menor taxa
de esporulagao do que P. capitalensis (BAAYEN et al., 2002) .

Fungos fitopatdgenos, além de possuirem o metabolismo normal encontrado
em outros fungos de vida livre, desenvolveram ao longo da evolugdo conjuntos de
enzimas especializadas, que os permitem penetrar na parede celular, superar as
defesas naturais da planta e completar seu ciclo de vida no hospedeiro (BOWYER,
1995; SOANES et al., 2002). P. capitalensis apresenta esse estilo de vida, sendo
encontrado como patdogeno em orquideas (OKANE et al., 2001) em diversos
hospedeiros da familia Rutaceae e Ericaceae (GLIENKE et al., 2011a; OKANE et al.,
2001). Além disso, P. capitalensis, como demonstrado por Glienke et al. (2011),
possui grande variabilidade intraespecifica, resultante de sua alta capacidade de

colonizar diferentes plantas. Mesmo em laranjeiras, onde ja se é conhecido que n&o
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causa a doenca MPC (BAAYEN et al., 2002), esta espécie apresenta maior
facilidade de colonizar a folha quando comparada com P. citricarpa.

A baixa capacidade de P. citricarpa em colonizar a propria planta
hospedeira, onde ele é exclusivamente encontrado na natureza, mostra que a sua
classificagcdo como patdégeno de Citrus sp. pode ser mais artificial do que natural. A
MPC nao causa danos aos frutos propriamente ditos, e ndo interfere na dispersao
natural das sementes. As manchas pretas na casca, bem como seus outros
sintomas, amadurecimento e queda prematura dos frutos afetam negativamente a
industria da produgdo de laranja e seu comércio, enquanto a planta ndo tem seu
desenvolvimento afetado pela presenca de P. citricarpa. Possivelmente, P. citricarpa
seja um fungo simbionte que, por ocasiao de sua interacdo com a planta hospedeira,
ocasione situacdes que nao sao interessantes para o cultivo comercial da planta,
levando-o a ser classificado como patoégeno.

No entanto, mais estudos s&o necessarios para compreender melhor essa
dinamica, principalmente a genética da interagao tanto de P. citricarpa quanto de P.
capitalensis com a planta de citros. Estudos de comparagdo de genoma destas
espeécies podem contribuir para o entendimento dos estilos de vida destes

patdgenos.

3.5Conclusoes

A transformacao via Agrobacterium tumefaciens, inserindo o gene repoérter
DsRed em linhagens de Phyllosticta capitalensis, foi realizada, sendo metodologia
viavel para este tipo de estudo.

A avaliagdo da colonizacdo de Phyllosticta citricarpa e de Phyllosticta
capitalensis in planta resultou em indicios de colonizagdo da folha destacada por
ambas as espécies, mas somente P. capitalensis penetra no tecido foliar quando a

folha permanece aderida a planta.
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4 CAPITULO Il — Analise por qPCR de desenvolvimento de Phyllosticta

citricarpa em frutos destacados e na planta

4. 1Introducgao

A mancha preta do Citros (MPC) causa grandes perdas para a produg¢ao de
frutos citricos no mundo. Causada pelo fungo Phyillosticta citricarpa (McAlpine) Aa, a
doenga leva ao amadurecimento e queda precoce dos frutos, e a formacédo de
lesdes na casca, que, apesar de ndo afetar a qualidade interna, torna os frutos
pouco atrativos para o comércio in natura. Além disso, impede que pomares
contaminados exportem seus frutos para a Europa, onde é imposta uma barreira
fitossanitaria e o fungo é considerado um patégeno quarentenario A1.

Apesar da grande importancia da doenca, ainda ndo ha uma maneira
totalmente efetiva de erradica-la. O controle quimico pode ser feito realizando-se
aplicacdes de fungicidas a partir da queda das pétalas das flores e até o final do
periodo de chuvas (FUNDECITRUS, 2008). Outras medidas envolvem a remocéao de
folhas e outros materiais vegetais do solo dos pomares, antecipagdo da colheita,
sistema de irrigagéo por gotejamento e poda de ramos (SILVA-PINHATI et al.,2009).

No entanto, ha a necessidade de se compreender melhor a interagao do
fungo com a planta hospedeira para que novas estratégias de controle mais efetivas
sejam desenvolvidas. Com esse intuito, experimentos de inoculacdo do fungo e
inducao de sintomas em fruto foram propostos (BALDASSARI et al.,2008; KORF et
al., 2001). Também foram desenvolvidos primers especificos para deteccao de
P. citricarpa através de PCR (GLIENKE, 1999; GLIENKE-BLANCO et al., 2002;
BONANTS et al.,2003; EVERETT & REES-GEORGE, 2006b; MEYER et al., 2006).
Entretanto, apesar de serem altamente espécie-especificas e poderem ser utilizadas
para detectar DNA do fungo em amostras de folhas e frutos de citros contaminados,
essas metodologias ndo sao capazes de quantificar o DNA com preciséo.

Para esse fim, o PCR quantitativo em tempo real (QPCR) é amplamente
utilizado para detectar e quantificar diversos patégenos fungicos (ATALLAH et al.,
2007; 100S et al., 2010; CROUCH & SZABO, 2011), incluindo Phyllosticta citricarpa
(VAN GENT-PELZER et al., 2007; HU et al., 2014). A quantificacdo é necessaria,

entre outros motivos, para a avaliagdo de desenvolvimento do fungo em
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experimentos de inducao de sintoma. Observou-se que em experimentos de inducao
de sintomas de MPC em frutos na planta, ocorre o desenvolvimento de lesdes
mesmo na auséncia de injuria. Entretanto, quando tais experimentos sao realizados
em frutos destacados em condigbes de laboratério, o desenvolvimento de lesbes
somente ocorre se o fungo for inoculado em injurias provocadas artificialmente na
superficie do fruto (GOULIN, 2012). Trés hipoteses sao levantadas para tentar
explicar tal diferenga: 1) Os esporos de P. citricarpa nao germinam na superficie do
fruto quando este ndo esta aderido ao fruto; 2) Os esporos de P. citricarpa germinam
mas nao ocorre a infeccdo da casca em frutos destacados da planta; 3) O fungo
apresenta germinagdo e penetracdo mas as lesbes caracteristicas de MPC
dependem da resposta do fruto ao processo de infecgcao, que nao ocorrem quando o
fruto foi destacado. Assim, objetivou-se aqui auxiliar no esclarecimento das
diferengas observadas nos processos de desenvolvimento de lesbes de MPC em
frutos citricos. Essa avaliagao foi realizada por meio de avaliacao diferencial da

quantidade do DNA do patdégeno nos frutos nas duas situagdes, ao longo do tempo.

4.2Materiais e Métodos

4.2.1 Material biolégico

A linhagem utilizada para a inoculagao nos frutos foi LGMFO06, Phyllosticta
citricarpa, pertencente a colegdo de cultura do Laboratério de Genética de
Microrganismos da Universidade Federal do Parana. As plantas, laranjeiras da
variedade Valencia, foram cedidas pela Fundacdo de Amparo ao Citricultor do
Estado de S&o Paulo (FUNDECITRUS), localizada em Araraquara, SP, onde o

trabalho foi parcialmente realizado.
4.2.2Inoculacao de Phyllosticta citricarpa em frutos
Vinte plantas, situadas em casa de vegetagao, e 90 de seus frutos, foram

selecionadas para o experimento. A metade desses frutos foi destacada das plantas
(QUADRO 3).
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Previamente a inoculagdo, com o objetivo de eliminar microrganismos
epifiticos, a superficie de todos os frutos foi lavada em agua, mergulhada em frascos
com etanol 70% por 1 minuto, em hipoclorito de sédio (NaOCI) a 3% por 3 minutos,
etanol 70% por 30 segundos e em agua destilada esterilizada por 1 minuto.

ApoOs esse procedimento, quatro pequenos orificios de mesmo tamanho
foram feitos na superficie de cada fruto, com o auxilio de um objeto perfurocortante.
Os frutos foram separados nas seguintes situagdes: os que foram inoculados com
suspensao de esporo, com micélio do fungo, e o grupo controle. A suspensao de
esporos foi preparada em concentracdo de 1x10® esporos/ml e 5 pl dela foi
depositada no interior do orificio feito na casca dos frutos. A inoculagéo por micélio
foi feita introduzindo o micélio de P. citricarpa nos orificios da casca. No grupo

controle, nada foi inoculado nos orificios.

QUADRO 3- DIFERENTES TRATAMENTOS REALIZADOS EM EXPERIMENTO DE INOCULAGCAO
DE Phyllosticta citricarpa EM FRUTOS DE LARANJEIRA

Tratamento F_orllte de Frutos Quantidade
indculo
1 Esporos Na planta 15
2 Destacados 15
3 Micélio Na planta 15
4 Destacados 15
5 Na planta 15
6 Controle Destacados 15
7 Esporos Na planta 10
8 Destacados 10
9 Na planta 10
10 Controle Destgcados 10

FONTE: A autora (2014).

Os frutos destacados foram colocados em potes de plastico, devidamente
isolados, contendo algoddo umedecido, mantendo uma camara umida. Eles foram
mantidos em BOD a 25° C, sob iluminacédo constante. Os frutos nas plantas foram
mantidos em casa de vegetacgéo.

Um segundo experimento foi realizado com a mesma metodologia, mas
utilizando-se de 40 frutos, sendo 20 destacados e 20 mantidos na planta (em ambas

as situagoes, 10 frutos inoculados com esporo e 10 mantidos como controle).
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4.2.3 Avaliagao dos experimentos

As leituras dos experimentos foram feitas no mesmo dia da inoculacéo (dia
0) e apos 2, 7, 14 e 21 dias. As regides dos orificios na casca dos frutos foram
retiradas com um cortador circular de 1 cm de didmetro, permitindo retirar amostras
de mesmo tamanho. Em seguida, foram congeladas, e posteriormente maceradas
com nitrogénio liquido. Desse material macerado foi realizada a extracdo de DNA
com o kit de extracdo UltraClean® microbial DNA Isolation Kit (MO BIO®) seguindo
instrucdo do fabricante. Apos a obtencdo do DNA, foi realizada PCR em tempo real,
em aparelho 7500 Real-Time PCR System, da Applied Technologies, com
metodologia segundo Van Gent-Pelzer et al. (2007). A quantificacao relativa foi feita
através de diluicdes de 1:5 de DNA de Phyllosticta citricarpa em agua destilada

(concentragdes de 50 ng/ul, 10 ng/ul, 2 ng/ul e 0,4 ng/ul).
4.3 Resultados

4.3.1Inoculagao de Phyllosticta citricarpa em frutos

Nos dias de leitura do experimento, as quatro areas inoculadas da casca de
cada fruto eram retiradas com o auxilio de um cortador de formato circular,
estocadas em um tubo plastico, e congeladas em freezer.

4.3.2 Avaliagao dos experimentos

O DNA das amostras foi obtido através de extracdo direta das cascas dos
frutos. Apds a extracao, seguiu-se a PCR em tempo real. As quantificagdes relativas

das amostras e das diluigdes formaram uma curva padrao, mostrada na Figura 7. Os

valores médios de Ct estdo demonstrados no GRAFICO 1.



37

FIGURA 7 - CURVA PADRAO DERIVADA DA REACAO DE PCR EM TEMPO REAL

L] 1 2 3 45 10

Quantidade de DNA {ng)

0.0001 0001 0.002 0.01 0.0z 0.1

B Fadrio

FONTE: A autora (2014).

GRAFICO 1 - VALORES MEDIOS DE Ct
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FONTE: A autora (2014).

As médias para cada dia de avaliagao estao apresentadas no Grafico 1 e os

mesmos resultados comparando tratamentos com a mesma fonte de indculo estao

nos Graficos 2-4.
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GRAFICO 2 - RESULTADO MEDIO DA QUANTIDADE DE DNA (ng) DOS TRATAMENTOS 1 A 6,
POR DIA. NOTA: DESTACADO - FRUTO NAO ADERIDO A PLANTA, MANTIDO EM CAMARA
UMIDA; PLANTA — FRUTO ADERIDO A PLANTA, MANTIDO EM CASA DE VEGETACAO;
MICELIO/ESPORO/CONTROLE — FONTE DE INOCULO UTILIZADO NO FRUTO.

Resultados totais

= Destacado micélio
2 // — Destacado esporo
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FONTE: A autora (2014)

GRAFICO 3 — QUANTIFICACAO DO DNA DOS TRATAMENTOS 3 E 4, POR DIA EM
FRUTOS DESTACADOS E NA PLANTA. DESTACADO — FRUTO NAO ADERIDO A PLANTA,
MANTIDO EM CAMARA UMIDA; PLANTA — FRUTO ADERIDO A PLANTA, MANTIDO EM CASA DE
VEGETACAOQ; MICELIO — FONTE DE INOCULO UTILIZADO NO FRUTO.
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FONTE: A autora (2014).
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GRAFICO 4 - QUANTIFICACAO DO DNA DOS TRATAMENTOS 1 E 2, POR DIA EM FRUTOS
DESTACADOS E NA PLANTA. DESTACADO — FRUTO NAO ADERIDO A PLANTA, MANTIDO EM
CAMARA UMIDA; PLANTA — FRUTO ADERIDO A PLANTA, MANTIDO EM CASA DE VEGETACAO;
ESPORO — FONTE DE INOCULO UTILIZADO NO FRUTO.
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FONTE: A autora (2014).

O segundo experimento realizado com esporos (tratamentos 7-10, QUADRO
3) foi avaliado da mesma maneira, com os mesmos padrbes, em duplicata. Os
valores de Ct sdo mostrados no GRAFICO 5 e as médias para cada dia estdo

apresentadas no GRAFICO 6.
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GRAFICO 5 - VALORES MEDIOS DE Ct DO SEGUNDO
EXPERIMENTO.
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FONTE: A autora (2014).

GRAFICO 6 - QUANTIFICAGAO DO DNA DOS TRATAMENTOS 7 A 10, POR DIA EM FRUTOS
DESTACADOS E NA PLANTA. DESTACADO - FRUTO NAO ADERIDO A PLANTA, MANTIDO EM
CAMARA UMIDA; PLANTA — FRUTO ADERIDO A PLANTA, MANTIDO EM CASA DE VEGETAGAO;
ESPORO/CONTROLE — FONTE DE INOCULO UTILIZADO NO FRUTO.
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FONTE: A autora (2014).
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4.4Discussao

Devido aos grandes prejuizos que causa ao mercado de citros no mundo e
as restricdes e dificuldades de exportacao gerada pela Macha Preta do Citros, fica
evidente a necessidade de geracdo de conhecimento relacionado tanto a
metodologias de detecgao de Phyllosticta citricarpa em amostras de planta quanto a
compreensao do desenvolvimento do fungo em seu hospedeiro.

A precisdo na quantificacdo e a capacidade de detectar quantidades muito
pequenas de DNA fazem da PCR quantitativa em tempo real uma importante
ferramenta na avaliacdo de amostras oriundas diretamente de pomares com
suspeita de presenca da MPC. Van Gent-Pelzer et al. (2007) reportaram sucesso da
sua sonda de hidrolise em amplificar pequenas quantidades de DNA de P. citricarpa,
delimitando um limite de detecgédo de 10 fg. Em comparag¢ao, Bonants et al. (2003)
determinaram um alcance de até 20000 fg para seus primers de PCR convencional.
No presente trabalho, a menor quantidade detectada foi de 900 fg, e 26% das
amostras avaliadas nao atingiram mais do que 2000 fg, ou seja, teriam sido
consideradas negativas se testadas em PCR convencional.

Outro ponto significativo é a alta especificidade da sonda. Sendo
P. citricarpa frequentemente encontrado associado ao fungo endofitico
P. capitalensis, € importante que a metodologia seja capaz de diferenciar as duas
especies.

Devido a sua grande semelhanga e por serem geralmente isoladas juntas,
P. capitalensis foi erroneamente classificada como uma cepa nao patogénica de P.
citricarpa (McONIE, 1964) até ser identificada como Guignardia mangiferae
(BAAYEN et al., 2002), e entdo reclassificada com seu nome atual por Glienke et al.
(2011b). Apesar de sua semelhanga morfologica, P. capitalensis cresce mais
rapidamente do que P. citricarpa. E possivel diferencia-las utilizando meio de cultura
aveia-agar, ja que P. citricarpa forma um halo amarelo ao redor da colénia quando
em crescimento nesse meio, 0 que nao ocorre com P. capitalensis. Métodos
moleculares de PCR convencional e em tempo real também foram desenvolvidos
para a detecgao de P. capitalensis (KAVA-CORDEIRO, 2004; HU et al., 2014).

Como P. capitalensis nao é patogénica em citros, € preciso que a sonda nao

amplifique em amostras onde somente esta espécie esteja presente, para que



42

identificacdes falso-positivas ndo ocorram. Utilizando a mesma sonda proposta por
Van Gent-Pelzer et al. (2007), Adamoski (2012) encontrou duas linhagens de P.
brazilianiae e duas de P. capitalensis que foram amplificadas como amostras altamente
diluida de P. citricarpa. No presente trabalho, uma das linhagens utilizadas por
Adamoski (LGMF002) foi utilizada (em concentragdo de 15 ng/ul) como controle nas
reacbes de qPCR, e em cinco repeticbes, apresentou um Ct médio de 30,3841,
correspondendo a uma quantidade média de 0,0592 ng de P. citricarpa. Os resultados
em ambos os trabalhos demonstram que a sonda GcP1 de Van Gent-Pelzer et al.
(2007) é capaz de gerar falso-positivos, provavelmente devido a variagbes intra e
interespecificas nas regides espacadoras ribossomais. Adamoski (2002) também
demonstrou que a sonda e os primers propostas por ele se mostraram mais especificas,
nao havendo deteccao de falso-positivo entre P. citricarpa e P. capitalensis, sendo esse
ensaio mais recomendado para identificacdo e caracterizacdo entre essas duas
espécies. No entanto, para a proposta do presente trabalho, a sonda GcP1 foi
satisfatoria, pois o ensaio proposto por Adamoski (2002) apresentou um limite de
detecgao de 0,1 ng (100000 fg), muito maior do que a sonda de Van Gent-Pelzer, e que
nao possibilitaria a amplificacdo de 61% das amostras utilizadas nesse estudo. Além
disso, a auséncia de detec¢cao de amostras com maiores quantidades de DNA nos frutos
controles ao longo dos 21 dias demonstra que ndo houve interferéncia de uma possivel
deteccao falso-positiva de P. capitalensis.

Experimentos anteriores de indugdo de sintoma em frutos obtiveram resultados
variados, desde o desenvolvimento de sintomas em frutos da variedade Valencia em 73
dias apds a inoculagao (dai) e em 55 dias dai com frutos da variedade Pera-Rio, com o
fruto na planta (BALDASSARI et al., 2008) e em até 15 dias quando inoculado em fruto
destacado (GOULIN et al., 2011). Porém, somente houve desenvolvimento de lesbes
quando foram realizadas inocula¢gdes em locais com prévia injuria nos frutos.

Dessa maneira, visando observar mais detalhadamente o desenvolvimento do
fungo P. citricarpa no fruto, foi realizada a avaliagdo temporal das amostras, durante
cinco leituras, apés 0, 2, 7, 14 e 21 dias. A avaliagéo do dia 0 foi feita com o objetivo de
quantificar a inoculagao inicial recebida pelos frutos.

Nos frutos que receberam micélio inoculado, o crescimento do fungo segue um
aumento gradual nas 4 primeiras avaliagdes, resultando em um aumento exponencial
entre os dias 14 e 21 (GRAFICO 3). O fungo P. citricarpa apresenta tipicamente um
crescimento lento in vitro, o que parece refletir seu comportamento quando in planta. A

excecgao € a segunda avaliagdo realizada na planta, que diminuiu a quantidade quando



43

em comparagdo com o inoculo inicial. Isso pode ser resultado de problemas com a
extracdo de DNA do material ou de uma variacado natural que seria menos percebida se
0 numero amostral fosse maior.

Nos frutos onde foi inoculada a suspensao de esporos, o DNA do fungo
apresentou uma flutuagao natural de sua quantidade durante os primeiros 14 dias de
experimento (GRAFICOS 4-6). Isso foi provavelmente causado pela degradacdo de
alguns dos esporos, que permaneceram em estado latente, durantes as duas primeiras
semanas de experimento. Ja na avaliacao apos 14 dias, o aumento na quantidade de
DNA pode refletir a eclosdo dos esporos e o inicio do desenvolvimento do fungo,
resultando no grande crescimento obtido no 21° dia.

Os resultados obtidos com os esporos inoculados em frutos na planta, no
primeiro experimento (GRAFICO 4), ndo acompanham os outros resultados.
Possivelmente os esporos n&o obtiveram sucesso para eclodir e foram degradados ao
longo do tempo, resultando em uma quantidade de DNA inferior a inicial. Em
compensacgao, os resultados do segundo experimento ficaram muito similares as dos
frutos destacados inoculados no primeiro experimento. Houve uma flutuagdo nas
quantidades durante os primeiros 14 dias, seguido de um crescimento consistente e
exponencial (GRAFICO 6), o que sustenta a hipétese de que ha uma demora de pelo
menos 14 dias para que o esporo se estabeleca e passe a crescer e colonizar o fruto.

Para experimentos de avaliagao de crescimento em fruto e inducao de sintomas
de MPC posteriores, € recomendado um tempo maior, de pelo menos 7 dias, para o
inicio das leituras das amostras, e aguardar entre 14 e 21 dias apds a inoculagédo para
que o fungo inicie sua expanséao e colonizagao do fruto.

A inoculagdo com miceélio, apesar de nao refletir o ciclo de vida do fungo, ja que
P. citricarpa é disperso a longas distancias pelo vento em forma de ascosporos
(HUANG, 1972; REIS, 2006) ou a curtas distancias pela agua da chuva, em forma
de picnidiésporos (SPOSITO, 2008), demonstrou um crescimento linear através do
tempo que pode ser utilizado em experimentos em laboratério. A utilizagcdo de
quantidades maiores de DNA torna mais facil detectar e observar o aumento do
fungo, e em decorréncia, a observagao dos sintomas.

Nao houve diferenga entre os desenvolvimentos de micélio e esporo com
relagao a frutos mantidos no pé ou destacados. Esse fator demonstra que os resultados
obtidos em experimentos com frutos destacados (KORF et al., 2001; SENKIV, 2010;
GOULIN, 2011) podem ser extrapolados para frutos in planta, e valida a experimentagao

em frutos em laboratério para simular condigcdes no campo.
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4.5 Conclusoes

Foi possivel acompanhar o processo de desenvolvimento do fungo inoculado
tanto como micélio quanto como esporo em frutos destacados e mantidos na planta.

A sonda publicada por Van Gent-Pelzer et. al (2007) cumpriu com o objetivo
de detectar quantidades pequenas de DNA de Phyllosticta citricarpa em amostras
oriundas de cascas de laranja da variedade Valencia inoculadas com o fungo.
Mesmo sendo capaz de detectar pequenas quantidades do causador da Mancha
Preta do Citros, a sonda e seus respectivos primers ndao sdo recomendadas como
meétodo unico para avaliagdo qualitativa de contaminagdo por P. citricarpa, pois
existe a chance de se apontar falso-positivos devido a similaridades interespecificas
com linhagens de P. capitalensis, espécie endofitica que n&o causa a doenga.

Pode-se perceber que tanto quando esporos quanto o micélio do fungo
P. citricarpa sao inoculados, ocorre o crescimento do fungo, independente do fruto
estar destacado ou ndo. Assim, as duas primeiras hipoteses levantadas (1 - Os
esporos de P. citricarpa nao germinam na superficie do fruto quando este néo esta
aderido ao fruto; 2 - Os esporos de P. citricarpa germinam mas nao ocorre a
infeccdo da casca em frutos destacados da planta) provavelmente sao falsas. A
terceira hipotese (3 - O fungo apresenta germinagdo e penetragdo mas as lesdes
caracteristicas de MPC dependem da resposta do fruto ao processo de infecgao,
que ndo ocorrem quando o fruto foi destacado) € o que possivelmente esteja
ocorrendo.

Quando o micélio é inoculado, o desenvolvimento nos primeiros 14 dias
apods a inoculagao é crescente, e atinge um crescimento exponencial entre 0 14° e 0
21° dai. Ja em frutos onde a suspensao de esporos foi inoculada, ha pouca variagcao
na quantidade de DNA até o 14° dai. Entre o0 14° e 0 21° dia, similar ao que acontece
com o micélio do fungo, ha um crescimento exponencial, resultante da eclosdo do
esporo e subsequente colonizagdo do fruto pelo fungo. Nao foram encontradas
diferencas entre o desenvolvimento do fungo em frutos destacados ou mantidos na

planta, para ambas as formas de inoculagao.
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