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RESUMO

Andlise da comunidade fungica associada a cana-deggar e estudo da interacao
Trichoderma virens- planta hospedeira

Fungos associados as plantas desempenham divarsgsed$ bioldgicas importantes e
constituem imensos reservatorios de novos compogtomicos, atividades biologicas e
processos biotecnolégicos ainda subexplorados. Aergsldade estimada para esses
microrganismos é enorme, porém menos de 7 % d&siespe conhecida. Em cana-de-acuUcar,
uma das principais culturas agricolas do Brasildes de interacdo e diversidade sao recentes e
ainda incipientes, principalmente com relacdo awuodade fungica e sua interacdo com plantas
transgénicas. Uma das espécies presentes na ca@deriithgica associada a cana-de-agucar é o
fungo Trichoderma virensp qual apresenta grande potencial de exploraca®m cauyente de
controle biologico, promotor de crescimento vegetaprodutor de enzimas e metabdlitos
secundarios. Nesse sentido, 0 presente traballombysimeiramente determinar a estrutura e
diversidade da comunidade de fungos (endofitosideerrizosfera) associados a duas variedades
de cana-de-acgucar, uma convencional (SP80-1842)tra deransgénica (IMI-1, expressando
resisténcia ao herbicida imazapir), e avaliar pessiefeitos da transgénese, do estagio de
crescimento e do manejo agricola. Aléem disso, unfieadiem dél . virens,isolada como endofito
de raiz dessa planta, foi selecionada para estilglasteracdo fungo-planta e determinagéo dos
mecanismos envolvidos na sua atividade de conliolégico. Na primeira etapa do trabalho,
que compreendeu isolamento, caracterizacao e e@alide alteracdes na comunidade fungica, os
resultados obtidos mostraram que a comunidade daragsociada a cana-de-acucar € formada
por pelo menos 35 géneros diferentes, a maioril@@scomicota, sendo que a sua estrutura
incluiu um grande numero de géneros pouco fregeeat&im pequeno numero de géneros
altamente frequente®¢nicillium, Fusarium, Aspergillygrichodermae Epicoccun), dos quais
alguns apresentam especificidade ao local de iswitom(raiz ou rizosfera). A avaliacdo de
possiveis efeitos sobre a comunidade fungica mosjwe a idade da planta foi o Unico fator que
influenciou de forma significativa as caracterasiclessa comunidade, sendo que os efeitos da
transgénese, se existentes, devem ser secundaosiog comparados as fontes naturais de
variacdo. Na segunda etapa, a linhagenil deirens T.\223 foi transformada pelo sistema
Agrobacterium tumefaciereso transformante gerado (expressando resistartgromicina B e
a proteina GFP) foi utilizado em ensaios de infaagia reisolamento e microscopia. Os
resultados revelaram que esse fungo ndo promovera@ies fenotipicas visiveis na planta
hospedeira, colonizou predominantemente as radpele formou camadas densas de micélio ao
seu redor, antes de penetrar o espaco intercelagaprimeiras camadas de célula da epiderme do
tecido radicular. Por altimo, mutantes Tevirensdeficientes para produgdo de quitinases foram
gerados por delecdo génica e silenciamento gémcBNAI e avaliados quanto a capacidade de
controle biolégico de diferentes fitopatdgenos ersa@s em casa de vegetacdo. Curiosamente,
0s resultados mostraram que as enzimas quitiraditmodem ser essenciais a atividade de
controle biologico efetuada pdr virens,mas que a importancia e a participacdo dessas anzim
no processo dependem do tipo de planta e de pat@yemlvidos na interacdo, ja que mais de
um mecanismo deve contribuir para o controle bictbgor T. virens como por exemplo, a
inducéo de resisténcia da planta.

Palavra-chave: Fungo; Diversidade; Interacdo; Gnaegucar; Planta transgénidaichoderma
virens Transformac&o genética; Quitinases
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ABSTRACT

Analysis of sugarcane-associated fungal communitynd study of the interaction
Trichoderma virens- host plant

Plant-associated fungi perform several importaalogical functions and are considered a
vast source of novel chemical compounds, biologicaivities and biotechnological processes,
whose potential is underexplored. The estimatedrdity for these microorganisms is massive,
but less than 7% of the species are already kn8wgarcane, one of the most important crops in
Brazil, has only recently been studied regardirtgractions and diversity, but these studies are
still incipient, mainly concerning fungal communiind its interaction with transgenic plants.
One of the species found on sugarcane fungal contynisnthe fungusTrichoderma virens
whose potential on biological control, growth prdmap, and enzymes and secondary
metabolites production is huge. Taking this intangideration, the current work aimed to
determine the structure and diversity of the furggahmunity (root endophytes and rhizosphere)
associated to two varieties of sugarcane, the cuioreal (SP80-1842) and the transgenic
counterpart (IMI-1, expressing imazapyr herbicidsistance), and assess possible effects from
transgenese, growth stage and management. In cadddi strain ofT. virens,isolated as a
sugarcane endophyte, was selected to perform thgalyplant interaction assays and to
determine its biological control mechanisms. Thaults of the first part of this work, including
the isolation, characterization and evaluation wiglal community changes, showed that the
sugarcane fungal community is made up by at |€astifierent genera, most of them belonging
to Ascomycota phylum, and its structure includedyngenera observed in very low frequencies,
and a few genera highly frequenPeficillium, Fusarium, AspergillysTrichoderma and
Epicoccun), from which some have specificity to the placeiswlation (root or rhizosphere).
Assessing possible effects upon the fungal commshibwed that the growth stage was the only
factor significantly influencing the community’s aeires, besides, if transgenese effects are
present, they may be minor compared to other nasaarces of variation. The second part of
this work included theAgrobacterium tumefaciensediated transformation daf. virensstrain
T.v223 and utilization of the generated transformant (bygycin B resistant and GFP-
expressing) to perform interaction studies by ogaison and microscopy. The results revealed
that this fungus did not promote any phenotypicngeain the host plant, it was found mostly in
roots, formed a dense mycelia cover over the rantswas able to penetrate intercellular spaces
of root epidermis’ first layers. Finallyl. virenschitinase-deficient mutants were generated by
gene deletion and RNAI gene silencing, and testediblogical control activity against different
phytopathogens in greenhouse assays. Curiouslyesidts showed that chitinolytic activity may
be essential to the biocontrol activity ©f virens,but its significance and the input of each
chitinase depends on the plant and pathogen plathirginteraction, since more than one
mechanism may account fdr. virensbiological control, for instance, the induction piant
resistance.

Keywords: Fungus; Diversity; Interaction; Sugarcaieansgenic plantrichoderma virens
Genetic transformation; Chitinases
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1 INTRODUCAO

A capacidade de formar associacdes com fungos resoaticrorganismos é uma das
estratégias mais bem sucedidas que as plantasadopara a adaptacdo as adversidades do
ambiente terrestre. As comunidades flungicas aslaxias plantas, por exemplo, desempenham
diversas funcgbes biologicas importantes e impdertedoefeitos na ecologia, capacidade de
adaptacéo e evolucdo das plantas. Elas incluenmosungitualistas, antagonistas, saprofitos ou
patogenos, ocupando diferentes nichos, como o aolitpsfera, a rizosfera e, em associacoes
mais intimas com a planta, o interior de tecidogetas. A diversidade e o potencial de
utilizagdo desses microrganismos sdo enormes, p@imia muito pouco conhecidos e
explorados, principalmente quando se tratam deextds tropicais, onde a diversidade esperada
€ ainda maior. Em cana-de-acucar, cultura de grdes&aque na economia brasileira, iniciativas
recentes tém buscado investigar a diversidade dimsiradades microbianas associadas, mas
ainda muito pouco se conhece, principalmente cdagade a diversidade da comunidade fungica
e a interacdo com plantas transgénicas. Por ezg8a,ra primeira parte do presente trabalho
(Capitulos 2 e 3) buscou avaliar a estrutura eversidade da comunidade de fungos (enddfitos
de raiz e rizosfera) associados a duas variedaglesrth-de-aclcar, uma convencional (SP80-
1842) e outra transgénica (IMI-1, expressando téssiga ao herbicida imazapir), e avaliar
possiveis efeitos de fatores como a transgénesstagio de crescimento da planta e o manejo
agricola adotado na conducao da cultura. Estudssedgo sdo importantes, ja que mudancas na
diversidade fungica podem ter implicacdes na fdaile do solo, equilibrio do ecossistema,
estabilidade, estabelecimento da planta e rendanent

Como os resultados da primeira etapa do estuddarawe que fungos do género
Trichodermaforam um dos mais frequentes na comunidade funticana-de-aglcar, a segunda
parte do trabalho (Capitulos 4 e 5) utilizou unnhdigem dd'. virens isolada como endéfito de
raiz de cana-de-agUcar, para caracterizar a idterapm a planta hospedeira e avaliar as
caracteristicas da atividade de controle biolégiesse fungoTrichodermaspp.constituem um
exemplo claro de fungos com alto potencial paranprer os mais diferentes beneficios as
plantas, como protecdo contra patdgenos, promogaarescimento vegetal, aumento na
produtividade e a disponibilizacdo de nutrientelEmade serem potenciais candidatos a
produtores de enzimas e metabdlitos secundariesgpdicacao na industria e na medicina.
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No presente Capitulo estdo apresentados resuliaddsratura e informacdes pertinentes
acerca do tema de estudo, com o objetivo de caratiizdr as técnicas utilizadas e os resultados

apresentados no trabalho.

1.1 Revisao da literatura

1.1.1 Fungos associados as plantas

1.1.1.1 Aspectos gerais

A definicdo do numero de espécies fungicas preseriglaneta vem sendo discutida ha
anos, tendo ganhado consideravel destaque natdireientifica a partir do final do século
vinte, onde numerosos estudos foram realizadoemativa de estimar a diversidade flngica
total (DREYFUSS; CHAPELA, 1994; FROHLICH; HYDE, 199 HAWKSWORTH, 1991,
2001, 2004; HYDE, 1996; HYDE; FROHLICH; TAYLOR, 189PASCOE, 1990; ROSSMAN,
1994). A estimativa mais aceita foi descrita powkigwvorth (1991, 2001), o qual considera a
proporcao de 5,7 espécies fungicas para cada esmgetal, perfazendo cerca de 1,5 milhdes de
espécies fungicas. Entretanto, considerando alaléasidade associada as regifes tropicais e a
presenca de fungos endofiticos, outros autoresupesam a propor¢cdo de 33 espécies fungicas
para cada espécie vegetal, totalizando cerca &endi)Rdes de espécies fungicas (ARNOLD et
al., 2000; FROHLICH; HYDE, 1999). Cerca de 100.G&pécies fungicas ja foram descritas
(HAWKSWORTH, 2004), o que representa menos de 7%didarsidade total estimada,
considerando a estimativa de 1,5 milhdes de espéeiemenos de 1,2%, considerando a
estimativa de 8,25 milhdes de espécies. Um grangeero dessas espécies fungicas vive
associada aos vegetais, seja na superficie, noomtms tecidos ou na rizosfera, estabelecendo
interacdes que podem variar do mutualismo ao peras. Alids, acredita-se que todas as
espécies de plantas que vivem em ecossistemasisatgtabelecem algum tipo de associacao
simbidtica com fungos (RODRIGUEZ et al., 2009).

Nas relagbes mutualisticas, os fungos podem conliggrsos beneficios a planta, como a
tolerancia a seca (BACON, 1993; READ; CAMP, 1986)erancia a metais pesados (READ,
1999), promocao de crescimento (BELESKY et al.,7198ARKS; CLAY, 1990; VARMA et
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al., 1999), resisténcia a doenca (CARROLL, 1986ERAN; RODRIGUEZ, 1993; REDMAN

et al., 1999), resisténcia a herbivoria (LATCH, 3p® aumento na aquisicdo de nutrientes
(READ, 1999). No comensalismo, a associacao faeooetingo sem, no entanto, gerar qualquer
efeito benéfico ou prejudicial a planta hospedesraquanto que, nas interacdes parasiticas a
presenca do fungo traz prejuizos a planta, os gaaiam em extensdo desde a reducdo de taxas
de crescimento ou fertilidade até a morte da pldREBDMAN; DUNIGAN; RODRIGUEZ,
2001). Curiosamente, as relacdes fungo-planta emngdem um gradiente de interacdes
(parasitismo-comensalismo-mutualismo), que depentio somente da adaptacdo e
especificidade a um hospedeiro, mas também do iestigy desenvolvimento das partes
envolvidas, da viruléncia inata do microrganismas despostas de defesa da planta e das
condicbes ambientais que permeiam a interacado (ALKY et al., 2000; SCHULZ; BOYLE,
2005). A contribuicdo de alguns fungos para o cildonutrientes, desenvolvimento e saude da
planta ressalta a importancia de se conhecer me&blees microrganismos e explorar suas

caracteristicas benéficas em interacbes com atplan

1.1.1.2 Associagles benéficas fungo-planta

A capacidade de formar associacbes com fungos resouaticrorganismos € uma das
estratégias mais bem sucedidas que as plantagadopara a adaptacdo as adversidades do
ambiente terrestre. Os beneficios das interacGesfwogos benéficos sdo muitos e incluem, por
exemplo, tolerancia a estresses biodticos e abgtipppomocdo de crescimento e aumento do
sucesso reprodutivo (RODRIGUEZ; REDMAN, 2008). Ursive, em alguns casos espécies de
plantas ndo sdo capazes de superar estresses idatambaturais na auséncia desses simbiontes
(REDMAN et al., 2002; RODRIGUEZ; REDMAN, 2008). Oato, as comunidades fungicas
associadas as plantas podem impor fortes efeitosapacidade de adaptacdo ao ambiente e
evolucdo das plantas (BRUNDRETT, 2006), e tambéinenciar a estrutura e diversidade de
outros organismos associados, como bactérias, defeate insetos (OMACINI et al., 2001).

Fungos que formam simbioses com plantas podenn petaentes na rizosfera, nas
superficies vegetais (epifitos) e no interior desidos (endofitos). A rizosfera € o0 solo
influenciado pelas raizes das plantas e seus ekssida abriga a associacdo simbidtica fungo-

planta mais comum na natureza, as micorrizas, pesem mais de 90% das plantas terrestres
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(SELOSSE; TACON, 1998). O termo micorriza é empdegaara se referir as associacdes
mutualisticas que ocorrem entre fungos de soldzesale plantas, onde a planta se beneficia do
fornecimento de agua e minerais coletados peloofumgem contrapartida, o fungo recebe
carbono derivado da fotossintese realizada pelatgléSMITH; READ, 1997). Dentre os
diferentes tipos, as micorrizas arbusculares (V&) as mais frequentes (BRUNDRETT, 2009),
principalmente em solos relativamente jovens (LANREEEet al.,, 2008), e também as mais
antigas, ja que a primeira constatacao foi feitaniags de 400 milhdes de anos (BRUNDRETT,
2002). Elas se caracterizam pela formacao de umaes fungica dicotdmica, o arbusculo, no
interior das células do cértex radicular, respoak@ela troca de nutrientes entre o fungo e a
planta (BONFANTE-FASOLO; PEROTTO, 1991). Nessa eisg@o, ndo existem evidéncias de
especificidade ao hospedeiro e ndo ocorrem altesagibrfolégicas macroscopicas nas raizes
colonizadas (HARDOIM, 2006). Em alguns solos maihes, MAs sao parcialmente
substituidas por ectomicorrizas e micorrizas edie®i as quais sdo consideradas formas mais
avancadas e diversas de simbiose micorrizica (BRRINDI, 2002), capazes de acessar fosforo
e nitrogénio em formas nao disponiveis para MAsSL(BR;, ROBSON; BARROW, 1987; YAO
et al., 2001). Os fungos micorrizicos podem exefoges influéncias na fisiologia das plantas
hospedeiras. Por exemplo, eles produzem efeitdetpres contra estresses bibticos, em parte
como resultado da melhoria na nutricdo da plarE&KRIES, 1987), mas também a partir de
interacdes mais especificas, como a competicdayidentes da rizosfera e dos tecidos vegetais,
limitando assim a colonizacdo de fungos patogénicdRSEN; BODKER, 2001; SELOSSE;
BAUDOIN; VANDENKOORNHUYSE, 2004), e também a mod#dicdo do metabolismo da
planta, a partir da indugcéo de respostas de dei@saermitem a formacdo de micorrizas mas
evitam o ataque por patdogenos (SELOSSE; BAUDOIN;NDENKOORNHUYSE, 2004).
Além disso, esses fungos também podem protegdaamp contra estresses abioticos (SMITH;
READ, 1997), pela reducdo da concentracdo de cdogpdéxicos e/ou tamponamento das
reacOes da planta a esses compostos (SCHUTZENDUBGELLE, 2002), e pela prevencao ao
estresse hidrico, via aumento da capacidade decalbsde 4gua ou aquisicdo de mecanismos
para tolerancia a seca (AUGE, 2001).

Além dos fungos micorrizicos, a rizosfera tambémiga outros fungos benéficos as
plantas, os quais contribuem de diferentes manedasgeral sinergisticas, para a protecao,

nutricdo e desenvolvimento das mesmas. Entretasdobeneficios desses fungos foram
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reconhecidos ha muito menos tempo que o0s das a&Eeye por isso pouco se conhece sobre a
interacdo desses fungos com as plantas. E salmd@xpmplo, que alguns fungos da rizosfera
sdo capazes de degradar compostos téxicos, comobiggnos e moléculas aromaticas,
constituindo importantes componentes do sistemapgueite a sobrevivéncia das plantas em
solos contaminados (HARVEY et al., 2002). Outrosigins, comoFusarium oxysporum,
apresentam linhagens nao patogénicas que possueitd eupressivo sobre linhagens
patogénicas (FRAVEL; OLIVAIN; ALABOUVETTE, 2003), rpvavelmente em funcdo da
competicdo por carbono, espaco e sitios de infedsl#s, uma grande variedade de espécies
fungicas é capaz de atuar como agente de coniaifgizo de fitopatégenos, sendo que fungos
do géneradlrichodermaapresentam grande destaque nessa funcao (WHIPRS&SDEN, 2001).
Inclusive, Trichodermaspp. exibem outras formas de contribuir com o desleimento e saude
da planta, pois também séo capazes de promoveimesgo vegetal, induzir respostas de defesa
e atuar como biorremediadores (HARMAN, 2006; HARMANaI., 2004a).

A presenca de fungos no interior dos tecidos aégeéambém pode ser benéfica a planta,
sendo que associacOes simbidticas entre fungoditoo® e plantas tém sido extensivamente
descritas na literatura. Diferentes definicbes ¢oiarh propostas para o termo enddfito
(CARROLL, 1986; HALLMANN et al., 1997; PETRINI, 199, sendo que uma definicdo
recente considera como microrganismo endofitico agliele que pode ou ndo crescer em meios
de cultura, ou seja, cultiviveis ou ndo, e quethabb interior de tecidos e 0rgdos vegetais sem
causar prejuizos ao seu hospedeiro e sem proditritigas externas emergindo dos vegetais
(AZEVEDO; ARAUJO, 2007). Como essa definicdo exchizdbios e micorrizas, uma
redefinicdo desse termo foi sugerida posteriormecdasiderando a definicdo proposta por
Azevedo e Araujo (2007), mas, adicionando a separdgs enddéfitos em dois tipos: Tipo |, os
que nao produzem estruturas externas a plantgcelllios que produzem estruturas externas a
planta (aqui sdo incluidos rizobios e micorriza®)ENDES; AZEVEDO, 2007). A grande
diferenca entre os fungos endofiticos do Tipo Isemacorrizas (Tipo 1l) € o fato de que os
primeiros residem completamente dentro do tecidgeted¢ (como raizes, caules e folhas),
enguanto que nas micorrizas, 0os fungos micorrizeobsnizam o interior das raizes e crescem
para a rizosfera. Além disso, os fungos endofitdm3ipo | foram até pouco tempo muito menos
estudados que os fungos micorrizicos (Tipo Il).9égmonto, vale lembrar que a classificacdo dos

microrganismos em endofiticos, epifiticos, patogésietc. € meramente didatica, ja que existe
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sempre um gradiente dinamico (parasitismo-comesmalmutualismo) nas interagoes
microrganismo-planta. De maneira geral, dois grupmg$ungos endofiticos do Tipo | tém sido
reconhecidos, segundo diferencas nas relacdes tigaslutaxonomia, planta hospedeira e
funcdes ecoldgicas, sendo eles: enddfitos clav@ipos, que compreendem espécies da familia
Clavicipitaceae e formam simbioses quase que éxalmente com gramineas de clima
temperado; e endéfitos ndo clavicipitaceos, altaeneéiversos e capazes de colonizar grande
gama de hospedeiros (desde bridfitas até angioggefRODRIGUEZ et al., 2009; SCHULZ;
BOYLE, 2005; SIEBER, 2007). A elevada diversidagss® segundo grupo levou Rodriguez et
al. (2009) a propor a divisaéo do mesmo em trés replog funcionais, baseando-se nas
caracteristicas de historia de vida e significanetalogica (para mais detalhes consultar
RODRIGUEZ et al., 2009).

Fungos endofiticos do Tipo | tém sido isoladogipamente de todas as espécies de
plantas estudadas (AZEVEDO; ARAUJO, 2007), ondes gi@dem estabelecer relacdes
mutualisticas e com isso conferir diferentes berfipara a performance das plantas, como a
tolerancia a herbivoria, as altas temperaturaslidgidade, a patdbgenos e a seca, além do aumento
no acumulo de biomassa de raizes e parte aérea@RRNt al., 2003; BACON; HILL, 1996;
CLAY; HOLAH, 1999; MARQUEZ et al., 2007; REDMAN; DNIGAN; RODRIGUEZ, 2001;
REDMAN et al., 2002; SAHAY; VARMA, 1999; WALLER eal., 2005). Durante a evolucao
das plantas, associacdes mutualisticas com fungdsficos ocorreram e promoveram
adaptacOes relacionadas a capacidade de defesdadfa gontra o ataque de insetos,
microrganismos e animais herbivoros, por meio aalygdo de uma variedade de compostos
secundarios, como alcaldides, terpendides, estrédéd compostos aromaticos repelentes ou
toxicos a seus inimigos (AZEVEDO et al., 2000; Ldt al., 2001; SIEGEL; BUSH, 1996;
SIEGEL et al., 1990). Por exemplo, a pladtgemisia annua conhecida por produzir um
composto antifungico e antimalarico denominadonaigma, o qual a protege do ataque por
fungos fitopatogénicos, possui uma comunidade @@ngndofitica (pelo menos 21 fungos) que
apresenta atividade antagOnica ao crescimento fdeeiies fungos fitopatogénicos, indicando
que, na verdade, a defesa da planta seria umaqi@msea da presenca de determinados fungos
endofiticos (LIU et al., 2001). Em outros casospatrole bioldgico envolve o contato direto do
endofito com o patdbgeno, como o que acontece emgslade tomate, onde o patogdro

oxysporumpode ser controlado por linhagens endofiticas danmaeespécie, pela acédo de
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enzimas liticas do endofito nas células do patbg¢AZEVEDO; ARAUJO, 2007).
Curiosamente, fungos entomopatogénicos também psdeencontrados colonizando diferentes
espécies de plantas endofiticamente, como em banacau, café, macad e milho (CAMATTI-
SARTORI et al., 2005; VEGA, 2008), contribuindo @ar controle de pragas nessas culturas.
Fungos endofiticos também podem contribuir de fodimeta ou indireta com o crescimento da
planta (AZEVEDO; ARAUJO, 2007). A forma direta ehw® a producdo de compostos que
facilitam a absorcdo de nutrientes pela planta (8ZBO; ARAUJO, 2007) ou a producéo de
fitorménios (NASSAR; EL-TARABILY; SIVASITHAMPARAM, 2005; SIRRENBERG et al.,
2007) e a forma indireta envolve a prevencdo dadapeoriundas do ataque por patdgenos
(AZEVEDO; ARAUJO, 2007). O fung®iriformospora indica por exemplo, é conhecido por
promover o crescimento de diferentes plantas, comiloo, tabaco, salsa, alamA, annuae
Bacopa monnierL., onde ele é capaz de colonizar endofiticamestea&zes (VARMA et al.,
1999). A protecao da planta hospedeira pelo ermdédintra estresses abioticos pode ser essencial
para a sobrevivéncia da planta em alguns casomtdlacao do fung&urvularia protuberata
com a plantdichanthelium lanuginosupmem a planta nem o fungo toleram temperaturasaaci
de 40° C quando crescidos isoladamente, entretagt@ndo crescidos interagindo
simbioticamente, ambos sdo capazes de tolerar tatnpes proximas a 65° C (MARQUEZ et
al., 2007; REDMAN et al., 2002). Varias revisbe® qabordam fungos endofiticos de plantas
tropicais e de clima temperado estdo disponiveis litegatura, e contém informacgdes
aprofundadas sobre o assunto (AZEVEDO; ARAUJO, 208ZEVEDO et al., 2000;
CARROLL, 1988; PETRINI, 1991; REDMAN; DUNIGAN; RODRBUEZ, 2001;
RODRIGUEZ; REDMAN, 2008; RODRIGUEZ et al.,, 2009; BAXONEN et al.,, 1998;
SCHULZ; BOYLE, 2005; STONE; POLISHOOK; WHITE, 2004) estudo de microrganismos
endofiticos do Tipo | tem merecido cada vez maistatpie, especialmente em ambientes
tropicais, ja que eles constituem fontes promissa@ efeitos benéficos as plantas, além de
serem uma fonte inesgotavel de novos metabdlitas @iocessos biotecnolégicos (AZEVEDO;
ARAUJO, 2007).

1.1.1.3 Fungos associados as plantas de cana-deeacu

No Brasil, a cultura da cana-de-acUcar tem graneEadue no cenario agricola e

econdbmico, uma vez que o pais € lider mundial ndygdo dessa cultura, com cerca de 650



26

milhdes de toneladas produzidos numa area de 8/idesi de hectares na safra de 2008,
envolvendo 1,3 milhdes de empregos formais nosesette cana, etanol e aglcar (IBGE, 2009).
Devido a sua importancia, novas variedades vémaosdesenvolvidas, e a utilizacdo de plantas
geneticamente modificadas expressando caractesstile interesse tem sido amplamente
considerada. Entretanto, até 0 momento muito péaicavaliado sobre a interacdo entre fungos
benéficos e cana-de-agucar, e pouco se conhece adbomunidades fangicas associadas a essa
cultura, principalmente quando se tratam de vadiesldransgénicas. A maioria dos trabalhos
realizados até o momento estudou fungos patogén&gsie estes podem trazer grandes perdas
na producao.

Diversas espécies fungicas sdo descritas comoématag a cultura da cana-de-acucar,
entre elasColletotrichum falcatumagente causal da Podriddo Vermeldatilago scitaminea
agente causal do Carvalogptosphaeria sacchargagente causal da Mancha AnelBipolaris
sacchari,agente causal da Mancha OcuRugccinia melanocephalagente causal da Ferrugem,
F. moniliforme,agente causala “Podriddo dd~usariuni e “Pokkah-Boeng” eThielaviopsis
paradoxa,agente causal da Podriddo Abacaxi. Diferentes tspséo abordados nos trabalhos
que estudam esses patdégenos (ASNAGHI et al., ZBABOIN et al., 2007; SINGH; SOMAI;
PILLAY, 2004). Por exemplo, a estrutura e diverdielggenética de diferentes populacdes do
patégenoU. scitamineaisoladas de diversas regides do mundo foi invedtigsom o0 uso de
marcadores microssatélites e revelou que o patodeveter se originado no continente asiatico
e entdo migrado, ha mais de 60 anos, para Amériddriea através do fluxo de material
contaminado (RABOIN et al., 2007). Em outro tralballioram desenvolvidos iniciadores
especificos para deteccdo da presenca desse patégemplantas de cana-de-aglcar e assim
facilitar a avaliagcao da resisténcia de varied4884GH; SOMAI; PILLAY, 2004). Em estudos
moleculares, a presenca de determinados genesident@relacionada com a resisténcia de
variedades de cana-de-acucar a certos patogenasiedlade R 570, por exemplo, é resistente a
uma ampla diversidade de isolados do patddrenoelanocephalgrovavelmente pela presenca
de um dnico gene ou Unica regido cromossOmica, auere resisténcia a ferrugem em
diferentes regides geograficas e que, por essa,réaid@ grande potencial para utilizacdo em
programas de melhoramento genético de cana-deraflSAIAGHI et al., 2001). Entretanto,

ainda pouco se conhece sobre a interacdo em nbletutar dos diferentes patossistemas em
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cana-de-agucar, mesmo para doencas de grande amgareconémica para a cultura, como no
caso deJ. scitaminea B. sacchar(BORRAS-HIDALGO et al., 2005).

Formas alternativas de controle dos patdgenos tantBén sido avaliadas, como no
trabalho de Viswanatham et al. (2003), os quaisisamam o potencial de diferentes bactérias e
linhagens deT. harzianumjsolados da rizosfera e endosfera de plantas ded#acicar, em
produzir enzimas quitiniloliticas e suprimir o aigsento do patdogenG. falcatum A presenca
de fungos fitopatogénicos atacando sementes eufdérde cana-de-acucar em viveiros também
constitui um problema significativo nessa cultuj@, que esses patdgenos causam perdas
consideraveis (BYTHER; STEINER, 1972; LOVELESS; M| 1956), limitando o sucesso e a
rapidez dos programas de melhoramento genético. eBsa razdo, alguns trabalhos tém
empregado a analise sanitaria das sementes (LOVELEBIITH, 1956; SANGUINO, 1976;
SILVA, 1978; SINHA; SINGH, 1982), na busca de idgoar os fungos associados e definir o
foco do tratamento quimico. Por exemplo, Martinsakt (2009) observaram as espécies
Alternaria alternata Aspergillus sp., B. sacchari, Bipolaris sp., Cladosporium sp.,
Colletotrichum sp., Curvularia sp., Epicoccum sp., F. verticillioides F. semitectum
Leptosphaerulinap.,Nigrosporasp.,Penicilliumsp.,Periconiasp.,Phoma herbarupRhizopus
sp. eTrichodermasp. associadas as sementes de hibridos de cagaahe-a

A ocorréncia natural do fungdetarhizium anisopliagMetsch.) atacando cigarrinha-das-
raizes em canaviais de todo o Pais é bastante cannecentiva 0 uso desse agente de controle
biologico em areas infestadas pela praga. RazOdseatais e econdmicas tém reforcado a
aplicacdo de recursos em estudos para uso desye émm programa de manejo integrado da
cigarrinha (DINARDO-MIRANDA et al.,, 2004). Algunsrabalhos envolvendo avaliacédo de
isolados, niumero e doses de aplicacdo foram caholiZALMEIDA et al., 2002; BATISTA
FILHO et al., 2002; GIMENEZ-PECCI et al., 2002) aries produtores ja utilizam o fungo,
multiplicado em grdos de arroz, em areas comerg@ara controle da cigarrinha-das-raizes.
Alias, os fungos entomopatogénicos tém importaogcissideravel na cultura da cana-de-acucar.
Por exemplo, o fung&ibberella fujikuroj encontrado naturalmente em plantagdes de cana-de-
aclcar da India, mostrou-se promissor como ageateahtrole biolégico contra o afidio
Ceratovacuna lanigera Zehntner que ataca plantas de cana-de-acucar (MRHET
MUKHERJEE; KALE, 2008). Além dissadJl. anisopliaetambém pode ser usado no controle da
broca-da-canaldiatraea saccharalis Verticillium lecanii pode ser utilizado para o controle de
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pulgbes Aphis sp.) (ALVES, 1986) eBeauveria bassianagem potencial para controle de
Eoreuma loftinj Diatraea saccharalie Tetranychus urticadALMEIDA et al., 2002; ARCAS,;
DIAZ; LECUONA, 1999; LEGASPI; POPRAWSKI; LEGASPIPR0).

Poucos estudos tém avaliado a associacdo dasgldat cana-de-acucar com fungos
endofiticos e da rizosfera. Até o momento, apenssdrg trabalhos disponiveis na literatura
avaliaram, parcialmente, a comunidade de fungasnéhtosos da rizosfera de cana-de-acucar
(ABDEL-RAHIM; BAGHADADI; ABDALLA, 1983; EL-AMIN; SA ADABI, 2007; EL AMIN;
ABDALLA, 1980; MENDES, 2008). A presenca de fungds géneroRhizopus, Mucor,
Cunninghamellae Aspergillusfoi relatada por EI Amin e Abdalla (1980). Abdedfitm et al.
(1983) observaram que os génekspergilluse Rhizopuspredominam no solo (rizosférico ou
nao) e que os génerdaisariumsp., Curvularia sp. e fungos de micélio estéril escuro estédo
presentes em maior frequéncia na superficie dassra@io que no solo ao redor. J4 EI-Amin e
Saadabi (2007) detectaram a presenca de um tot2B @spécies fungicas, distribuidas em 16
géneros com seis espécies estéreis, sendoAgpergillus, Rhizopus, Penicillium, Fusarium
Curvularia apresentaram alta frequéncMucor, Acremonium, Cladosporium, Trichoderraa
Verticillium foram observados em frequéncia moderadaCenninghamella, Chaetomium,
Botrytis, Humicola e Paecilomycesem frequéncia baixa. JA& a comunidade de fungos
leveduriformes da rizosfera de plantas de canazdeaa foi avaliada por Azeredo et al. (1998), a
partir de canaviais situados nas proximidades depda, no Rio de Janeiro. Nesse trabalho, os
autores relatam a predominéncia de leveduras doBfdsidiomicetos, sendo que os fungos
Cryptococcus laurentii, Debaryomyces hansemiiFellomyces horovitziagrevaleceram na
comunidade da rizosfera. A comunidade fangica dtidafde cana-de-agucar também é bem
pouco conhecida. As micorrizas, endéfitos do Tiparmplamente reconhecidas por seus efeitos
benéficos a planta hospedeira e bastante estudaddsversas espécies de plantas, parecem ser
pouco relevantes para cana-de-acgucar. Varios rabaém mostrado que essa cultura responde
muito pouco a formacao de micorrizas arbusculdf&t LY et al., 2001, 2005), possivelmente
porque a planta apresenta baixa dependéncia nficatr¢SIQUEIRA; FRANCO, 1988).
Entretanto, alguns estudos indicam que essa simlposle ser vantajosa em determinadas
situacBes, como no cultivo de plantas de cana-deaagnicropropagadas (GULERI et al., 2005)
e na presenca do patoge@ofalcatum(NASIM et al., 2008). Espécies de fungos micorggic
descritos como associados a cana-de-agucar incl@&omus clarum(HARDOIM, 2006;
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KELLY et al., 2001; KELLY et al., 2005). fasciculatun{GULERI et al., 2005; NASIM et al.,
2008), Acaulosporasp., Scutellospora heterogama, G. etunicatum, G. lbwecue Gigaspora
margarita (REIS; PAULA; DOBEREINER, 1999)G. mossea&i. monosporum, G. nigraG.
minuta(NASIM et al., 2008). Fungos endofiticos do Tipadueles que ndo produzem estruturas
externas a planta, sdo os menos estudados em eatdichr, tanto em relacdo a diversidade
como ao potencial no controle biolégico e promodéocrescimento. Até o momento, apenas
dois trabalhos disponiveis na literatura relataestoido desses endofitos em cana-de-acucar. Um
deles estudou a ocorréncia de fungos endofiticoblras, hastes e raizes e observou a presenca
dos seguintes fungos$:. solani, F. moniliforme, Fusariump., C. geniculata, P. citrinum, P.
italicum, Penicilliumsp., A. niger, Aspergillussp., M. racemosusMonilia sp., Trichophyton
rubrum e Trichodermasp. (VON MUHLEN; SILVA, 2005). O outro trabalho dau a
populacdo de fungos endofiticos presentes em folleascana-de-acucar convencional e
geneticamente modificada (expressando gene deéreses ao herbicida imazapir) através dos
métodos dependente e independente de cultivo (STTUAZR06; STUART et al.,, 2010). Os
resultados obtidos pelo método dependente de cutibstraram que a comunidade de enddfitos
possui grande diversidade e foi representada pm# fdmnilias diferentes do filo Ascomicota, que
incluiram fungos dos génerosmpelomyces, Aspergillus, Cladosporjur@ochliobolus,
Epicoccum Fusarium Guignardia Leptosphaeria, Paecilomyces, PestalotiopXiglaria entre
outros (STUART, 2006; STUART et al., 2010). Curimemte, a analise independente de cultivo
com base no gene 18S, identificou a presenca desogéneros, todos pertencentes ao filo
Basidiomicota. Os géneros observados incluiBartera, Coniothyrium, Cryptococcus, Phoma,
Pulvinula, Rhodotorulee Ustilago (STUART, 2006) Esses dados mostraram que os métodos
dependente e independente de cultivo tiveram difeseespectros de amostragem, reforcando a

importancia de se aliar os dois métodos na avalide&iversidade de populagdes microbianas.

1.1.1.4 Efeitos de plantas geneticamente modificaglaobre comunidades fangicas

O cultivo de plantas transgénicas tem se intemsiica cada ano desde o lancamento
comercial dessas culturas em 1996. Embora essamplearreguem caracteristicas de interesse,
a liberacdo do cultivo em larga escala exige ag@dia dos possiveis riscos a saude humana e
monitoramento dos impactos no meio-ambiente. Nestetido, um dos aspectos menos
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compreendidos quanto ao risco do cultivo de plagtseticamente modificadas (PGMs) é o
possivel efeito sobre a biota do solo e as comderlalngicas associadas as plantas,
principalmente em paises de clima tropical, ondéiversidade € maior. Considerando a
importancia da manutencao do equilibrio das in@a¢ungo-planta e o fato de que a expressao
de transgenes ou a demanda de um novo manejoatulur decorréncia da transgénese, pode
estimular ou inibir o desenvolvimento de diferentespécies microbianas (DUNFIELD;
GERMIDA, 2004) e com isso alterar o equilibrio rofgiologico do ambiente, salienta-se a
necessidade da avaliacdo dos possiveis efeitog s@bicomunidades fangicas e bacterianas
associadas as plantas. Até o momento, os resultidosstudos tém mostrado que os efeitos de
PGMs sobre as comunidades microbianas podem sévpssnegativos ou neutros (DEVARE;
JONES; THIES, 2004; DUNFIELD; GERMIDA, 2001; DUNHIB; GERMIDA, 2003;
LAMARCHE; HAMELIN, 2007; LIU et al., 2008; POWELLteal., 2007; SHEN; CAIl; GONG,
2006; STEFANI; BERUBE, 2006; WATRUD et al., 2006;UNYE; MIN, 2004), e ndo existe
um consenso quanto a esse aspecto, de forma disesupiecisam ser realizadas caso a caso.

A interacdo entre comunidade fungica e PGMs podaBeenciada pelo tipo de transgene
introduzido na planta, visto que a expressao degie outros genes associados € que deve afetar
a comunidade microbiana (DUNFIELD; GERMIDA, 200Rpr exemplo, a super-expressao de
uma quitinase de feijdo em plantas de tabaco poopiom aumento na resisténcia ao patégeno
Rhizoctonia solanBROGLIE et al., 1991¢ a super-expressao do gene da proteina PR-1a em
tabaco aumentou a tolerancia dessa planta aosepaigigeronospora tabacina Phytophthora
parasitica(ALEXANDER et al., 1993), indicando o efeito esfieo da transgenia sobre fungos
patogénicos (fungos alvo). Entretanto, os efeitos dompostos antimicrobianos podem se
estender também para microrganismos nédo-alvo, camddfitos e micorrizas, envolvidos em
processos importantes, como a protecao e nutrigddadta, decomposicdo de matéria organica e
ciclagem de nutrientes. Em tabaco, estudos mostrgue a expressao constitutiva de diferentes
proteinas relacionadas a patogénese (proteinasd?Rpropriedades antifingicas ndo afetou a
colonizagdo das raizes pelo fungo micorrizieco mosseae(VIERHEILIG et al., 1995;
VIERHEILIG et al., 1993), entretanto, niveis elegadle uma classe Il d&1,3-glicanase de
tabaco reduziram o potencial de colonizacado dessgof(VIERHEILIG et al., 1995), indicando
que as modificagcbes genéticas que plantas tramsgeoarregam podem causar efeitos sobre

microrganismos nao-alvo, mas que isso nédo podéosedo como regra. Em outro trabalho,
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foram observadas alteracdes no desenvolvimentdaregos apressorios d8. mosseaeem
associacdo com plantas transgénicas de miBta76), expressando o ger@ylAb para
producao da toxinBt (TURRINI et al., 2004). Essa mesma variedade deon{Bt176) e seus
residuos utilizados como fertilizantes afetaramraunidade bacteriana da rizosfera, a respiracao
no solo e o estabelecimento de associa¢gdes micagizom fungos do ambiente (CASTALDINI
et al., 2005). Curiosamente, um estudo realizadago de dois anos com plantas de milho
convencionais (DK-626 e P-3394) e transgénicas (R2B-Bt), expressando gene para a
producao da toxin®t, mostrou que as plantas transgénicas apresentaesor miversidade de
fungos associados as raizes do que as plantasnoiovais, contudo, a taxa de infeccdo pelo
patégend-. moniliformefoi maior nas plantas convencionais, indicandoegsgmca de alteracdes
nas relacbes entre patdogeno, hospedeiro e simbidadeele sistema (TATLI; GULLU;
OZDEMIR, 2004). Também, mudancas na abundancitivelde fungos endofiticos de raizes de
batata transgénica expressando gene para prodacisodima T4 (DL11) foram observadas
guando comparadas ao cultivar parental (Désirée), gmbos os métodos, dependente e
independente de cultivo (GOTZ et al., 2006).

Alguns trabalhos tém mostrado que os efeitos dasgénese sobre as comunidades
microbianas podem ser transitérios, ocorrer em apegum estagio de desenvolvimento ou
somente na presenca de planta viavel no solo.Xeonm@o, num estudo envolvendo dois anos de
cultivo de canola transgénica resistente ao heldbiglifosato e sua isolinha convencional, foram
analisadas diferentes amostras da rizosfera detaplattansgénicas e nao transgénicas,
abrangendo todo o ciclo de desenvolvimento da @la@s resultados mostraram que houve
variacdo na comunidade microbiana tanto em fungégehotipo (variedade transgénica e ndo
transgénica) como do estdgio de desenvolvimenteénpoos autores verificaram que essa
variacdo foi transiente, visto que sO ocorreu nasgmca de plantas viaveis no campo
(DUNFIELD; GERMIDA, 2003). De forma semelhante, Aadte et al. (2008) também
observaram efeitos transientes do cultivo de psamgansgénicas de eucalipto sobre comunidades
bacterianas da rizosfera e do rizoplano, uma vez ag alteragcbes na diversidade dessas
comunidades s6 foram observadas nos estagiosisnigalesenvolvimento da planta.

Posteriormente, foi observado que para comunidagesungos endofiticos os efeitos
parecem ser mais persistentes (STUART, 2006; STUARAIL., 2010). Os autores avaliaram a
comunidade de fungos endofiticos isolados de foldascana-de-agucar convencional e
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transgénica (expressando resisténcia ao herbiondaaipir) e verificaram que as flutuacoes
observadas na composicdo dos haplétipos fungictas/aes relacionadas tanto ao cultivar
(transgénico ou convencional) quanto a aplicacabetbicida, sendo que, enquanto a aplicacédo
do herbicida estimulou mudancas rapidas e tramsenad comunidade de fungos, as plantas
transgénicas induziram mudangas mais lentas gamforantidas ao longo do periodo avaliado.

A auséncia de efeitos significativos de plantasggénicas sobre comunidades flngicas é
mais comum do que se imagina, uma vez que divdrabslhos tém descrito esse tipo de
resultado (GIRLANDA et al., 2008; GYAMFI et al., @®; HEUER et al., 2002; MILLING et al.,
2004; O'CALLAGHAN et al., 2004; STEFANI; BERUBE, 26; WATRUD et al., 2006). Por
exemplo, a influéncia de plantas de morango transgg, expressando um gene de quitinase de
arroz, sobre o crescimento de outras espécies aidapl e na microbiota do solo (fungos,
bactérias e actinomicetoss) foi investigada em daseegetacdo e os resultados mostraram que
nao foi possivel detectar diferencas entre ososfeias plantas transgénicas e convencionais nos
organismos avaliados (ASAO; ARAI; NISHIZAWA, 2003pe forma similar, o cultivo de
plantas de milho transgénicas resistentes ao hdabglifosato e a aplicacdo do herbicida ndo
afetaram a comunidade de bactérias denitrificamtgs fungos da rizosfera (HART et al., 2009).
Inclusive, os efeitos da modificacdo genética &agoequenos quando comparados aos de outros
fatores, que até mesmo diferencas entre variedadptantam os efeitos da transgenia
(PASONEN et al., 2009; POWELL et al., 2007; WEINERT al., 2009). Na verdade, as
comunidades microbianas associadas as plantas aé@mnte complexas e podem ser
influenciadas por diferentes fatores, como tipsale (GARBEVA; VAN VEEN; VAN ELSAS,
2004), espécie vegetal (GARBEVA; VAN VEEN; VAN ELSA 2004; GRAYSTON et al.,
1998; SMALLA et al., 2001), gendtipo da planta (MBRHNER; SOLAIMAN; RENGEL,
2006), sazonalidade (MOCALI et al., 2003; SMALLA &t, 2001) e estagio de crescimento
(DUINEVELD et al., 1998; EL-AMIN; SAADABI, 2007), ®tre outros.

Muitos trabalhos tém observado que os efeitos das¢genese sdo minimos quando
comparados com outros fatores de variagdo, comaltovarx (ANDREOTE et al., 2009a,b;
DUNFIELD; GERMIDA, 2001), o preparo do solo (LAMAR{LE; HAMELIN, 2007), o local de
cultivo (HEUER et al., 2002; LAMARCHE; HAMELIN, 200, o tipo de solo (RASCHE et al.,
2006a; RASCHE et al., 2006b) e o estagio de crestdionda planta (GYAMFI et al., 2002; LIU
et al., 2008; RASCHE et al., 2006a,b; VAN OVERBEEKAN ELSAS, 2008). Weinert et al.
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(2009), por exemplo, compararam os efeitos de gdaai¢ batata geneticamente modificadas para
acumulo de zeaxantina com os efeitos de diferentibisares sobre as comunidades bacterianas
e fungicas da rizosfera e observaram que o usdfetertes cultivares levou a maiores alteracdes
nas comunidades microbianas avaliadas do que dicagdio genética da planta transgénica. Em
outro estudo, diferentes variedades de soja, mdtuplantas transgénicas expressando o gene
cp4-epsps foram comparadas quanto a capacidade de formsociagbes com fungos
micorrizicos e rizobios. Os resultados mostrarame gucolonizacdo das raizes por fungos
micorrizicos e rizébios diferiu entre as variedadesoja, entretanto, essa variagcdo ndo pode ser
correlacionada com a modificagcdo genética da vadiedransgénica (POWELL et al., 2007).
Assim, ainda que a transgénese possa afetar atapd@esl microbianas associadas as plantas,
outras fontes de variacdo devem ser consideradasdgquse estuda o impacto das PGMs, de
forma que os efeitos da modificacado genética possgireeparados dos outros fatores e avaliados

adequadamente.

1.1.2 Fungos do génerdrichoderma

1.1.2.1 Biologia e estabelecimento da interacdo cqatantas

O géneroTrichoderma (teleomorfo: Hypocreg é composto por fungos de vida livre,
habitantes cosmopolitas de solo, mas que tambéempodlonizar rizosfera, superficie e interior
de tecidos vegetais sem levar ao desenvolvimentado#sca, sendo por isSso recentemente
denominados de simbiontes oportunistas avirule(H@RMAN et al., 2004a). Entretanto, em
situacdes bastante raragjichodermaspp. podem se comportar como patdgenos de plantas,
como descrito para maca, milho e alfafa, além diggmumas linhagens sdo capazes de produzir
metabolitos altamente fitotoxicos (BAILEY; LUMSDEN]1998). Esses fungos possuem
distribuicdo ampla, sendo predominantes na micabd# varios solos de diferentes zonas
climaticas (DANIELSON; DAVEY, 1973; KLEIN; EVELEIGH 1998; ROIGER; JEFFERS;
CALDWELL, 1991; WARDLE; PARKINSON; WALLER, 1993), mde eles atuam como
decompositores e também como necrotroficos cong@rdpositores primarios de material
lenhoso. Eles se destacam pelo rdpido crescimeltt,taxa de esporulacdo, capacidade de
utilizar diferentes tipos de substratos e resisgéacompostos nocivos (HARMAN et al., 2004a;
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KUBICEK et al., 2003). Das 35 espécies Thichodermaja descritas até o momento (GAMS;
BISSETT, 1998), algumas possuem importancia ecar@em funcédo da grande capacidade de
produzir enzimas e antibioticos (HARMAN; KUBICEK,998; SIVASITHAMPARAM,;
GHISALBERTI, 1998), pelo grande potencial como dgsrde controle biolégico (VERMA et
al., 2007) e pela habilidade de induzir o crescbmendesenvolvimento vegetal (HARMAN et
al., 2004a). Por exemplo, a espétievirens(antes classificada con@liocladium viren¥ tem
sido descrita como uma das mais versateis e eficazgue diz respeito a utilizacdo como agente
de controle biolégico, pois possui um incrivel aedede mecanismos e producdo de compostos
antimicrobianos que permitem a acdo contra difesepatdgenos e o controle de varias doencas
(HOWELL, 2006).

A interacaoTlrichodermaplanta geralmente se da na regido das raizesesquuilrer em
diferentes niveis. Algumas linhagens sdo capazesolbmizar apenas regides especificas das
raizes (METCALF; WILSON, 2001), enquanto que ouytraenominadas “rizosfera-
competentes”, colonizam toda a superficie radicupemetram no espacgo intercelular das
primeiras camadas da epiderme e permanecem eniags&ncom as raizes por longos periodos
(varias semanas ou meses) (HARMAN, 2000; THRANE;ONSMO; JENSEN, 1997;
YEDIDIA; BENHAMOU; CHET, 1999). Existe ainda outreelacdo, pouco estudada nesse
género, em que o fungo se estabelece como enddditsgja, ele coloniza ndo sé as raizes, mas
também outras partes da planta, como descrito Pparstromaticum,0 qual foi observado
colonizando o sistema vascular de cacau (EVANS; MBg; THOMAS, 2003) e cotilédones de
cacau e feijado (DE SOUZA et al., 2008); e para g=eiesT. harzianum T. hamatume T.
asperellumque colonizam todas as partes da planta de caemde as raizes até as folhas
(BAILEY et al., 2008). As linhagens mais eficazes controle bioldgico e promocao de
crescimento sdo aquelas capazes de estabeleaacd®e duradouras com a planta, como as
rizosfera-competentes e endofiticas, pois os aféieméficos perduram por todo ou grande parte
do ciclo de vida da planta (HARMAN, 2000).

De maneira geral, 0 passo mais critico para o elggimento de uma interacao simbiotica
Trichodermaplanta consiste na colonizacéo radicular e infeazs camadas externas do cortex
(HARMAN; SHORESH, 2007). A penetracdo no tecidoicakhr frequentemente se limita a
primeira ou segunda camada de células e pode ocpoe infeccdo direta (YEDIDIA,
BENHAMOU; CHET, 1999) ou de forma semelhante aoapéarasitismo, via formacdo de
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estruturas semelhantes ao apressério na supeaféisimizes (CHET; HARMAN; BAKER, 1981)

e enrolamento nos pélos radiculares (HARMAN; SHORES3007). A partir desse momento
uma zona de interacdo quimica € estabelecida dade&e fungo se comunicam por meio da
troca de moléculas bioativas. Metabdlitos produzigelo fungo induzem o espessamento das
paredes celulares vegetais (YEDIDIA; BENHAMOU; CHEIR99) e a producéo de compostos
fendlicos, limitando o crescimento do fungo a &leainfeccdo, impedindo que este se torne
patogénico a planta (HARMAN; SHORESH, 2007). Ertnéd, essa reacdo pode ndo acontecer
em alguns casos ondeichodermase estabelece como endofito e coloniza o sistesaulaa da
planta (HARMAN, 2006). Durante essa interacdo fupgmta mais de 300 proteinas da planta
tém a expressao alterada, sendo que muitas a@esentmento na expressao. Nesse grupo
incluem-se, especialmente, enzimas do metabolissncadboidrato e proteinas associadas com
resisténcia a patdogeno e estresse. Mdltiplas foaeasgarias proteinas sdo ativadas, como por
exemplo, varios tipos de quitinas@gglicosidases, peroxidases, proteinas com sitidigagio e
motivos ricos em leucina associados com resistéaailmenca, sucrose sintetase e metionina
sintetase (HARMAN; SHORESH, 2007). Essas mudancas nmetabolismo geralmente
beneficiam a planta, pois podem envolver, entreasui ativacdo de vias que levam a inducao
de resisténcia localizada e/ou sistémica (SHORE®HDIDIA; CHET, 2005; YEDIDIA;
BENHAMOU; CHET, 1999; YEDIDIA et al., 2000; YEDIDIAt al., 2003).

1.1.2.2 Principais mecanismos de biocontrole de djppatogenos e efeitos sobre a planta

hospedeira

Os fungos do génerdrichodermatém sido conhecidos pela capacidade de controlar
doencas de plantas por mais de 70 anos (WEINDLINE3?), e por quase duas décadas eles
vém sendo utilizados em plantios comerciais conmepores e promotores de crescimento
vegetal, constituindo quase 50% dos agentes deot®rtiolégico disponiveis no mercado
(WHIPPS; LUMSDEN, 2001). O grande potencial quehodermaapresenta como agente de
controle biolégico se deve a um complexo conjunéontecanismos e compostos, 0S quais
incluem micoparasitismo, antibiose, competicdomgdrientes e espaco e inducéo de resisténcia
localizada e/ou sistémica. Até pouco tempo acreait® que o principal mecanismo responsavel

pela atividade d@richodermaspp. no controle biolégico de patégenos era a dg@&ta sobre
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outros fungos, via micoparasitismo e antibiose (CHBENHAMOU; HARAN, 1998;
HARMAN; KUBICEK, 1998; HOWELL, 1998). Entretantostidos recentes tém mostrado a
importancia de outros mecanismos nessa atividates eles a competicdo por elicitores de
germinacao (HOWELL, 2002, 2003), a inibicdo de srad necessarias para infec¢cao (ZIMAND;
ELADY; CHET, 1996) e, principalmente, a inducéo r@sisténcia localizada e sistémica nas
plantas (AHMED; SANCHEZ; CANDELA, 2000; DE MEYER at., 1998; DJONOVIC et al.,
2006; DJONOVIC et al., 2007; HANSON; HOWELL, 2004ARMAN et al., 2004b; HOWELL

et al., 2000; KOIKE et al., 2001; VITERBO et alo®; YEDIDIA et al., 2003).

Micoparasitismo é a habilidade qliechodermaspp., ou qualquer outro fungo, possui de
parasitar patdgenos filamentosos, como Oomicetbsingos (HARMAN; SHORESH, 2007).
Esse processo se inicia quantiochodermadetecta a presenca do fungo alvo e cresce em
direcdo a ele (CHET; HARMAN; BAKER, 1981). Esse edionamento é ativado por
sensoriamento remoto do fungo alvo pioichodermae se deve, pelo menos em parte, a
expressao sequencial de enzimas degradadoras elge paglular (CWDESs), como quitinases,
glicanases/glicosidases e proteinases (CHET; BENBAMHARAN, 1998). A difusdo dessas
enzimas promove a liberacdo de fragmentos de paeddiar do fungo alvo, os quais interagem
com receptores da parede ou membrana celulafrideoderma que por sua vez ativam a
expressdo de CWDEs fungitoxicas (BRUNNER et al.0320 Essas CWDEs também se
difundem e iniciam o ataque ao fungo antes mesmccatdato direto comlrichoderma
(VITERBO et al., 2002; ZEILINGER et al., 1999). Qu Trichodermaalcanca o hospedeiro
fungico, ele se prende a hifa do hospedeiro, freigueente se enrola em torno da mesma e forma
apressorio na superficie (HARMAN; SHORESH, 2007)praducdo de CWDEs fungitdxicas e
provavelmente também a producdo de antibidticostiplo peptaibol € necessaria para o
parasitismo do fungo alvo e dissolugdo das pareelegares do mesmo (SCHIRMBOCK et al.,
1994). Esse processo envolve a expressao de insigen@s, muitos deles relacionados com a
producdo de metabdlitos antimicrobianos. A acd@m®mas liticas, como glicanases (DE LA
CRUZ; LLOBELL, 1999; KUBICEK et al., 2001), protess (KREDICS et al., 2005; POZO et
al., 2004) e, principalmente, quitinases (BAEK; HBM.; KENERLEY, 1999; BRUNNER et
al., 2003; DE MARCO; VALADARES-INGLIS; FELIX, 2004,VITERBO et al., 2002;
ZEILINGER et al., 1999), tém sido reportada comondamental no processo de

micoparasitismo. Em alguns casos, como para a iesfgécvirens, curiosamente alguns
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antibiéticos (como gliotoxina @eptaibol3 agem sinergisticamente com enzimas liticas para
aumentar a destruicAo das paredes celulares doedwsp (DI PIETRO et al.,, 1993;
SCHIRMBOCK et al., 1994). A importancia do process® micoparasitismo no controle
biologico exercido porTrichoderma spp. tem sido questionada em funcdo de resultados
controversos publicados na literatura e da comgévados efeitos diretos desses fungos na
planta hospedeira. Por exemplo, estudos mostravemnap contrario do que se pensava, a acao
deT. virensno biocontrole de doencas de plantulas de algndéenvolve micoparasitismo nem
producdo de antibidticos, uma vez que mutantescidefes para essas caracteristicas se
apresentaram tao eficazes quanto as linhagengyealvgara essa atividade (HOWELL, 1987,
HOWELL; STIPANOVIC, 1995). Além disso, alguns tri#fes que estudaram o papel de
enzimas quitinoliticas, fundamentais para o micagiismo, deram origem a resultados
controversos com relacdo ao papel no controle dicdo exercido porTrichoderma spp.
(CARSOLIO et al., 1999; LIMON et al., 1995; WOO ait, 1999). Além dos mecanismos
classicos, micoparasitismo e antibiose, os fungogéherolrichodermatambém podem afetar
fitopatdgenos por outros meios, como competicdo marientes e espaco (CHET, 1987),
metabolizacdo de exsudados indutores de germingt@UVELL, 2002, 2003) e inibicdo de
enzimas do patdgeno necessarias para infeccdo (IDJALADY; CHET, 1996), os quais
agregam forca na capacidade qlechodermaspp. tém de efetuar controle bioldgico de
patdgenos.

Além dos efeitos diretos derichodermasobre outros fungos, esse género também é
capaz de produzir efeitos benéficos nas plantasesEsfeitos sdo bastante variados e incluem
promocao de crescimento e aumento de produtivi@e&ANG et al., 1986; HARMAN, 2000;
YEDIDIA et al., 2001), estimulo do crescimento dsteama radicular e tolerdncia a seca
(HARMAN, 2000), aumento na absorcdo de nutrienteslae eficiéncia na utilizacdo de
fertilizantes (HARMAN, 2000; YEDIDIA et al., 2001gumento das taxas de germinacédo de
sementes (BJORKMAN; BLANCHARD; HARMAN, 1998; CHANGet al., 1986) e,
principalmente, inducdo de resisténcia localizaftau esistémica (HARMAN et al.,, 2004a;
HOWELL, 2006; YEDIDIA; BENHAMOU; CHET, 1999; YEDIDA et al., 2000; YEDIDIA et
al., 2003). De maneira geral, os efeitosTdehodermana planta sdo determinados pela interacao
entre elicitores produzidos pelo fungo com recegstada planta e consequente alteracdo na

fisiologia da mesma, sendo que linhagens altameaypazes de colonizar raizes e estabelecer
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interacdo simbidtica prolongada geralmente produzefeitos duradouros (HARMAN;
SHORESH, 2007).

Nos ultimos anos, um grande numero de trabalhesl@sta inducdo de resisténcia nas
plantas pofTrichodermae a interpretacado dos resultados obtidos levoonaunidade cientifica
da area ao consenso de que esse € um mecanismm @myportante no controle biolégico por
Trichodermaspp. (HARMAN et al., 2008; HARMAN et al., 2004a; MELL, 2006). De fato, a
inducéo de resisténcia sistémica pachodermaspp.ja foi descrita para indmeras plantas, tanto
monocotiledéneas como arroz (DJONOVIC et al., 208@nilho (DJONOVIC et al., 2007,
HARMAN et al., 2004b), como dicotiledéneas, comopipe (AHMED; SANCHEZ;
CANDELA, 2000; KOIKE et al., 2001; YEDIDIA; BENHAM@; CHET, 1999; YEDIDIA et
al., 2000; YEDIDIA et al., 2003), algoddo (DJONOVH al., 2006; HOWELL et al., 2000),
alface (DE MEYER et al., 1998), tomate (DE MEYERakt 1998), feijao (BIGIRIMANA et al.,
1997), tabaco (DE MEYER et al., 1998) e pimenta& (MEYER et al., 1998). A resisténcia
induzida em plantas € um processo bastante compieeotem sido parcialmente elucidado em
alguns sistemas modelo. De maneira geral, trés paascem ter relacdo com a inducdo de
resisténcia em plantas (HARMAN et al., 2004a). Emaudelas, denominada resisténcia
sistémica induzida por rizobactéria (RISR), a cidacéo de raizes por bactérias ndo patogénicas
leva a inducdo de resisténcia sistémica na plartaa producdo de cascata de proteinas PR e
acumulo de fitoalexinas. Diferentemente, as outhaas vias envolvem a producdo direta de
proteinas PR, sendo que em uma a producdo dess@snas € resultado do ataque de
microrganismos patogénicos e, na outra, a prodéggiimulada por ferimentos ou pela acao de
patégenos que induzem formacao de necrose (corherbevoria por insetos), embora ambas as
vias também possam ser induzidas por outros megasiEHARMAN et al., 2004a).

Geralmente, a via induzida por microrganismos patmgps envolve como molécula
sinalizadora o acido salicilico (SA) e é denominddaresisténcia sistémica adquirida (SAR),
enquanto que a via induzida por herbivoria conta ecsinaliza¢do pelo acido jasmonico (JA) e
pelo etileno (Et) e é denominada resisténcia sisteinduzida (ISR) (HARMAN et al., 2008).
Ambas as vias tém como caracteristica a producamndecascata de proteinas PR, que incluem
quitinases, glicanases, taumatinas e enzimas oxadafHARMAN et al., 2004a). Além disso,
compostos de baixo peso molecular com propriedadémicrobianas, como as fitoalexinas,
frequentemente também se acumulam. A inducdo deténesia porTrichodermageralmente
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ocorre pela via do JA/Et, mas também pode ocotravés da via do SA, e até mesmo por
ambas, dependendo da linhageml'dehodermae dos elicitores que ela produz. Por exemplo, a
espécieT. virensproduz um elicitor (Sm1) capaz de induzir resisrsistémica em algodao
(DJONOQVIC et al., 2006) e milho (DJONOVIC et alQ@Z) por meio da via de sinalizacdo do
JA/Et (DJONOVIC et al., 2007). De forma semelhantesistemd . asperellunpepino, um dos
mais estudados nesse sentido, a presengaictedermanas raizesnduz resisténcia sistémica
na planta através da ativacdo da via de sinalizdgddA/Et, e ndo a via do SA (SHORESH,;
YEDIDIA; CHET, 2005). Em outro caso, onde uma lighm deT. atroviridefoi transformada
para introducdo de um gene de glicose oxidgegA deA. niger, houve aumento na eficiéncia
de biocontrole (BRUNNER et al., 2005), provavelnegn¢la inducéo de resisténcia sistémica por
meio da via de sinalizacdo do SA (HARMAN et al.08) Este trabalho evidencia o fato de que
diferentes linhagens produzem diferentes molécw@as, mudanca dos elicitores pode levar a
mudancas no nivel e na via de sinalizagdo induZitltho momento pelo menos trés classes de
moléculas produzidas pdrrichodermaforam identificadas como elicitores de resistéragia
plantas: proteinas com papel enzimatico ou outrag@ies, homologos de proteinas codificadas
por genes de aviruléncidyr) e oligossacarideos ou outros compostos de bago molecular
liberados a partir da acdo das enzima3ehoderma(HARMAN et al., 2004a). Por exemplo,
sabe-se que quando virensinterage com algodao, o fungo produz uma sérierdeipas que
induzem a producdo de terpendides (HANSON; HOWERQ0Q4) e também uma pequena
proteina do tipo hidrofobina (Sm1l) (DJONOVIC et, &006; DJONOVIC et al., 2007),
compostos estes que fazem parte da inducdo deééreses na planta. Quando interage com
pepino, T. virensproduz peptaibolsextremamente potentes na inducdo de respostasfegad
contra o patégenBseudomonas syringgey. lachrymans(VITERBO et al., 2007). Também, a
espécieT. harzianum(linhagem T22) produz um novo tipo de hidrofobirdgenominada
HYTRAL, a qual esta ligada com a inducéao de reggod¢ defesa em tomate (RUOCCO et al.,
2008).

As mudancgas que ocorrem no transcriptoma e protefanmanta por conta da interacao
com Trichodermapodem trazer como consequéncia, além da inducadadede resisténcia, a
promocéo de crescimento de raizes e parte aéreRNAA; BJORIJMANN, 1998). De fato,
genes relacionados com 0 aumento na velocidadesdeimento da planta parecem ser regulados
positivamente nessa interagdao (HARMAN et al., 20@8)n milho, o aumento da capacidade
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fotossintética e do metabolismo primario de canatal suportam 0 aumento no crescimento
(HARMAN; SHORESH, 2007). O aumento da expressagelees relacionados com a taxa de
expansao celular também é comum nas intera€fiesodermaplanta, como foi visto para.
hamaturtomate (ALFANO et al., 2007) Brichodermaspp.-cacau (BAILEY et al., 2006). Além
disso, também tem sido sugerido girichodermapode produzir horménios de crescimento e
melhorar a transferéncia de minerais da rizosfena @ planta (HARMAN et al.,, 2004a).
Curiosamente, em milho a promocao de crescimentd parzianumrl22 é controlada por um
componente genético da planta, de forma que algwardsdades respondem negativamente a
presenca do fungo enquanto outras respondem posginte (HARMAN; SHORESH, 2007).
Segundo Harman et al. (2008), promocéo de crestoreemprotecdo contra doenga devem ser
resultado da acao de diferentes elicitore3wehoderma o que significa que uma linhagem que
induz resisténcia na planta pode ndo promover scicnento vegetal, e vice-versa. Todos esses
efeitos listados na presente revisdo mostram gungofido génerdrichodermatém grande
potencial para otimizar a agricultura, por difeesntnecanismos durante a interacdo com as
plantas. A complexidade dessas interacbes € tamgm&aos mecanismos empregados por
Trichodermae as mudancas induzidas nas plantas ainda na@sgaetamente compreendidos,

0 que ressalta a necessidade de realizacao destai®s nessa area.

1.1.3 Transformagéo genética de fungos como ferram@ em estudos de interacdo

1.1.3.1 Aspectos basicos das metodologias disporgygara fungos filamentosos

O primeiro relato de transformacdo genética em dangopm o uso de DNA exdgeno
ocorreu em 1973, a partir da transformacad\darospora crass@ a geracao de um mutante
deficiente em inositol (i) (MISHRA; SZABO; TATUM, 1973; MISHRA; TATUM, 1973)
Entretanto, a comunidade cientifica da época irt&wp os resultados com certo ceticismo. O
estabelecimento dessa técnica e o inicio da gendtidecular de fungos se deram mesmo um
pouco mais tarde, em 1978, com o desenvolvimentandesistema de transformacdo para a
leveduraSaccharomyces cerevisilBEGGS, 1978; HINNEN; HICK; FINK, 1978). Em segaid
surgiram relatos da transformacdo genética de &irfigmmentososN. crassa(CASE et al.,
1979) e A. nidulans (BALLANCE; BUXTON; TURNER, 1983; TILBURN et al., 18B;
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YELTON; HAMER; TIMBERLAKE, 1984), e desde entdo drgos sistemas de transformacgao
foram desenvolvidos para fungos filamentosos, liido a aplicacdo dessa técnica em um
grande numero de espécies fungicas e contribuiatlb@estudo de aspectos moleculares desses
organismos.

O principal obstaculo em qualquer sistema de teansfcdo genética € a parede celular
do fungo (OLMEDO-MONFIL; CORTES-PENAGOS; HERRERA-HSELLA, 2004), sendo
que ao longo dos anos diferentes estratégias falesenvolvidas na busca de vencer essa
barreira e permitir a transferéncia do DNA exdgeaoa o interior da célula. A maneira mais
tradicional envolve a obtencdo de células sem paresl protoplastos, a partir da digestdo da
parede celular por uma mistura de enzimas liticamo asp-1,3-glicanases e as quitinases
(FINCHAM, 1989). As células iniciais podem ser eg@oou conidios germinados, fragmentos
de micélio jovem ou basididsporos, sendo que allesateve ser realizada de acordo com a
conveniéncia em cada caso. J4 a escolha da mdgueazimas liticas € um fator importante e
determina a eficiéncia de transformacao (FINCHAMI89). Diferentes misturas comerciais de
enzimas tém sido utilizadas, como Helicase e Ghsglcompostas por diferentes enzimas de
estdbmago de caracol, Zymolase 100T, composta pamas da bactériAnthrobacter luteyse
Novozyme 234, composta por enzimas do fufigeiridae (RUIZ-DIEZ, 2002). Ap6s a digestao,
0s protoplastos gerados séo estabilizados osmaitame imediatamente utilizados para
transformacao ou congelados a -70° C. No sistentaadsformacdo denominado de protoplasto-
PEG, a transferéncia do DNA exdgeno (vetor de toamscdo) para os protoplastos € feita na
presenca de ions de calcio e alta concentracaoldiipno glicol (PEG), os quais promovem o
agrupamento dos protoplastos e aumentam a peridealeilda membrana plasmatica, durante
um periodo de incubacgéo de cerca de 15-30 minbBtbkCHAM, 1989). Depois desse periodo de
incubacdo os protoplastos sdo regenerados em reemiltvo osmoticamente equilibrado e
contendo agente seletivo, para permitir crescimepenas de células transformadas. Esse
sistema foi um dois primeiros a ser usado em fuffitgreentosos, e ainda hoje, mesmo apd6s o
surgimento de diversos outros métodos, continudcsamplamente empregado (AMEY et al.,
2002; BAEK; KENERLEY, 1998; KERSHAW; TALBOT, 2009;! et al., 2006; LIMA et al.,
2003; SANDHU et al., 2001; ZHANG; YANG; YANG, 2002{UCCARO et al., 2009).

Alternativamente, um outro sistema de transformagéasetroporacao, substitui 0 uso de

PEG pela indugédo da permeabilidade reversivel dasbranas biolégicas via exposicdo a um
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campo elétrico de alta amplitude por um periodowtta duracéo, onde o pulso elétrico promove
mudancas na membrana que permitem a entrada dodeetaansformacio (RUIZ-DIEZ, 2002).
Essa técnica pode utilizar como célula recipienteoplastos, mas o uso de preparacdes de
conidios com um agente enfraquecedor de paredeac¢@HAKRABORTY; PATTERSON,;
KAPOOR, 1991; OZEKI et al., 1994) e o uso de caddierminados (SANCHEZ; AGUIRRE,
1996) também tém sido descritos na literatura garmgos filamentosos. Muitos trabalhos
disponiveis na literatura descrevem o uso da @letagéo para transformacéo genética de fungos
filamentosos, por exempl®N. crassaP. urticae, L. maculans A. oryzae(CHAKRABORTY;
PATTERSON; KAPOOR, 1991),A. fumigatus (KWON-CHUNG et al., 1998), T.
longibrachiatum (SANCHEZ-TORRES et al.,, 1994) B. bassiana(JIANG; YING; FENG,
2007).

Em busca de uma maior eficiéncia de transformagéogcipalmente em trabalhos de
mutagénese insercional onde se busca obter um egnainehero de mutantes com insercdes
aleatorias no genoma, um outro sistema de tranaffisifoi proposto, denominado integracéo
mediada por enzima de restricdo (REMI). Essa tacfuc desenvolvida originalmente paa
cerevisiag(SCHIESTL; PETES, 1991), mas sua aplicacao fonelstia para fungos filamentosos
(BROWN; HOLDEN, 1998; RIGGLE; KUMAMOTO, 1998). NaBMI, a transformagéo (via
protoplasto-PEG ou eletroporagéo) é realizada carsoode um vetor linearizado e na presenca
da enzima de restricdo usada na linearizagéo, meafgue a enzima dé origem a terminais
compativeis (ou incompativeis) no DNA gendémico. Gsso, a integracdo do vetor ocorre nos
sitios correspondentes no genoma do fungo, fregomarite pela regeneracdo dos sitios de
reconhecimento da enzima de restricdo usada (KAHMARASSE, 1999). Nesse sistema a
eficiéncia de transformacdo e a maneira com queetor\e integrado ao DNA gendmico
dependem da espécie fungica em estudo e sao iothdes pela conformacédo do vetor, pela
atividade da enzima de restricdo e pelo protocdtdaglo (MAIER; SCHAFER, 1999). Por isso,
a vantagem original do método, que inclui altassadte insercdo aleatoria e integracdo de uma
Unica copia do vetor, nem sempre sdo observadadHRIASCHAFER, 1999). Um aspecto
interessante desse método € a possibilidade défickemos genes interrompidos a partir das
marcas introduzidas pelo uso da enzima de restrggéicetanto, infelizmente artificios da técnica
fazem com que a presenca de mutagcdes sem maraas I&ftivamente comuns, chegando a
perfazer até 50% dos mutantes (BOLKER et al., 198BHMANN; BASSE, 1999;
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SWEIGARD et al., 1998). Mesmo assim, a transformmaga REMI tem sido utilizada com
sucesso para desvendar aspectos moleculares ds fedargos filamentosos (AKAMATSU et al.,
1997; CHOI et al., 2008; FANG; DEAN, 2000; KIM ett,a&2009; MAIER; SCHAFER, 1999;
TUDZYNSKI; TUDZYNSKI, 1998; WANG et al., 2007).

A obtencgéo de protoplastos néo € dificil, porémméprocesso laborioso e exige muitos
cuidados, além da limitagdo para algumas espééétas alternativas ja foram criadas visando
evitar esse passo nos protocolos de transformaedm,emprego de diferentes estratégias para
suplantar a barreira da parede celular. Por exenopioétodo de transformacéo por acetato de
litio envolve a exposicdo de esporos germinandwedor de transformacdo na presenca de
0,1 mol.L'* de acetato de litio, seguida da incubacéo tigica €aCh e PEG. Acredita-se que 0s
cations de metal alcalino ajudem a passagem do BX&yeno para o interior das células, mas
esse mecanismo ainda ndo é bem compreendido (FINCH®89). Um método mais engenhoso
de evitar a necessidade do uso de protoplastodiéliatica, langcada em 1987 para plantas
(KLEIN et al., 1987; SANFORD et al., 1987) e estdadpara outros organismos. Nesse sistema,
o vetor de transformacéo é transferido para céfulagicas com parede celular intacta através da
aceleracdo explosiva (por pressao de hélio e vabeiahicroparticulas (de ouro ou tungsténio)
cobertas com DNA (vetor de transformacédo) contpomes ou hifas fungicas. A eficiéncia de
transformacéo depende de varios fatores, entreaslesracteristicas do material biolégico, do
microprojétil e dos ajustes no acelerador de pdasc(HARRIER; MILLAM, 2001). A grande
vantagem desse método é a possibilidade de trari3f¢A exdgeno para qualquer célula, tecido
ou Orgao capaz de se regenerar, superando aschestale especificidade de hospedeiro, como
ocorre no método mediado pela bact&grobacterium tumefaciendKLEIN et al., 1987). A
transformacao genética por biolistica passou aastante utilizada para fungos filamentosos nos
casos em que é dificil obter protoplatos e/ou gqoasel trata de fungos dificeis de serem
cultivados, como os biotroficos. Exemplos de aglicaincluem fungos micorrizicos (BILLS;
RICHTER; PODILA, 1995; FORBES et al., 1998), nidulans(FUNGARO et al., 1995;
GOMES-BARCELLOS et al., 1998)[. harzianum(RIACH; KINGHORN, 1996),T. reesei
(HAZELL et al., 2000) eM. anisopliag(ST. LEGER et al., 1995).

O sistema de transformacao genética mediado peléria fitopatogénicA.tumefaciens
(AMT) ndo requer a preparacdo de protoplastos eida® numa caracteristica bem peculiar
dessa bactéria, a capacidade de transferir pagkeWd®NA (DNA de transferéncia, T-DNA) para
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células eucaritticas. Essa metodologia, bastanpeegiada na transformacéo genética de plantas
(TZFIRA; CITOVSKY, 2006), foi adaptada para a tfmmsacdo de fungos, primeiro para a
leveduraS. cerevisiadBUNDOCK et al., 1995) e depois para fungos filatosos (DE GROOT

et al., 1998). Em infeccOes naturais das plantds Ipectéria, aA. tumefaciensoordena um
processo de transferéncia e incorporacdo de umesegrde fita simples do seu plasmidio Ti (T-
DNA) para o genoma do hospedeiro. Como consequéasiaélulas do hospedeiro passam a
sintetizar compostos que a bactéria utiliza conmefale nutrientes e ocorre o desenvolvimento
de tumores (galhas) (MULLINS; KANG, 2001). O pladioi Ti contém os genegir (que
codificam proteinas envolvidas na transferéncid @NA para a célula hospedeira) e o T-DNA
(que contém os oncogenes e é flanqueado por dgaérsz@as curtas de cerca de 25 pares de
base, a borda direita e a borda esquerda, essenocigrocesso de transferéncia) (MICHIELSE et
al., 2005b). O sistema AMiira proveito dessas caracteristicas da bactéra tpansferir genes

de interesse cientifico. Basicamente, o plasmiddaTbactéria € desarmado, a regido do T-DNA
€ modificada pela substituicdo dos oncogenes pgémes de interesse e introduzida num
segundo vetor (vetor binario), e este por sua vesinéroduzido na linhagem de tumefaciens
desarmada, a qual é utilizada no processo de oramsfdo (LACORTE; ROMANO, 1998).
Diferentes fatores afetam a eficiéncia de transégdo nesse sistema, entre eles, a natureza do
material fungico inicial (esporos germinados, maélegetativo, corpo de frutificacdo etc.), a
linhagem deAgrobacterium a linhagem flungica e as condi¢des de co-culfirm¢ipalmente a
razao entre células fungicas e bacterianas e a&otracao de acetoseringona) (LACROIX et al.,
2006; MICHIELSE et al., 2005b). O ajuste dessesamatros para cada isolado fungico é
essencial para obtencdo de altas frequéncias mgddramacao (MICHIELSE et al., 2005b). Esse
método de transformacgdo apresenta algumas vantagemslacdo as outras op¢des disponiveis
para fungos filamentosos. Em primeiro lugar, a tignsformacdo se destaca pela versatilidade
de material inicial fungico que pode ser utilizados experimentos, sem a necessidade de
preparacao de protoplastos. Além disso, essa gdaiorigem a um grande niumero de mutantes
mitoticamente estaveis e predominantemente camegapenas uma inser¢cdo dos transgenes
(CASAS-FLORES; ROSALES-SAAVEDRA; HERRERA-ESTRELLA&Z004). Ainda, ela tem
enorme potencial para geracdo de grandes bibloteanutantes por mutagénese insercional,
mas também pode ser empregada em mutagéneseirddidagd dependendo das caracteristicas
da sequéncia introduzida no T-DNA (LACROIX et @006). Essa gama de vantagens tem feito
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com que o namero de trabalhos que utilizam essadolelgia cresca a cada ano, sendo que hoje
mais de uma centena de fungos ja foi transformadagsa tecnologia, incluindo membros dos
filos Ascomicota, Basidiomicota, Zigomicota, Glommricota e também Oomicetos (FAVARO,
2009; LACROIX et al., 2006; MICHIELSE et al., 2005b

Como foi apresentado, diversos sistemas de tranafifo genética estao disponiveis para
fungos filamentosos, cada um com suas vantagems\amtagens. A escolha do método mais
apropriado para ser utilizado deve levar em costeaaacteristicas do estudo, principalmente a
espécie fungica, o objetivo do trabalho e a didgpbdade de informacédo sobre o organismo na

literatura.

1.1.3.2 Estratégias que utilizam a transformacdo gética para desvendar aspectos da

interacdo fungo-planta

O desenvolvimento dos sistemas de transformacagtigenaliado a tecnologia do DNA
recombinante, tornou possivel a manipulacdo dorgaros organismos. Em decorréncia disso,
hoje é possivel desvendar aspectos molecularesolbgib dos organismos, pela correlagédo de
resultados obtido vitro com as consequéncias bioldgitas/ivo (RUIZ-DIEZ, 2002). Além
disso, o uso da transformacdo genética também fnemavelar caracteristicas importantes de
interaces entre fungos e plantas, e melhorarateaistica de interesse. Diferentes estratégias
podem ser empregadas no estudo da interacdo fuagiapia transformacao genética, incluindo
metodologias para estudar a funcdo génica (mutagéneercional aleatdria, mutagénese sitio-
especifica e silenciamento génico poés-transcritiomgpara introducdo de sistemas de genes
reporter, que permitem o monitoramento do fungplaata.

A estratégia de mutagenése insercional aleatériamé@ ferramenta poderosa para
determinar os mecanismos moleculares da maioriapdasessos controlados geneticamente,
inclusive aqueles que ocorrem durante a interagée éungos e plantas (BHADAURIA et al.,
2009). Nessa estratégia, o objetivo € gerar umdgramimero de mutantes com insercdes
aleatérias do DNA exogeno, preferencialmente Unidasforma a cobrir todo o genoma do
organismo. A integracdo heter6loga do DNA caus&saupcdo de genes nos mutantes gerados,
0s quais podem ser avaliados para deficiéncias recegsos especificos e com isso fornecer
informacdes sobre o(s) gene(s) envolvido(s) nogesm. Nesse caso, a identificacdo do gene

interrompido e envolvido no processo estudado t& f®@m base na marca deixada pelo DNA
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exodgeno (MULLINS; KANG, 2001). A principal vantagesia mutagénese insercional aleatoria é
o fato de que seu uso néo é limitado pela displarablie de informagdo genémica do organismo,
0 que possibilita o estudo da funcédo de genes agofucujo genoma ainda nao foi sequenciado
(BHADAURIA et al., 2009). Por outro lado, essa attgia também pode ajudar a converter a
grande quantidade de informacdo contida nos genmsegsenciados para informacdo de
significado bioldgico, isto é, realizar estudosgg@dmica funcional (MICHIELSE et al., 2005b).
De maneira geral, qualquer sistema de transformgeaética pode ser empregado em trabalhos
de mutagénese insercional aleatoria, porém € adbawséque o sistema seja capaz de gerar, com
certa facilidade, um grande nimero de mutantesiosencdes aleatorias e, depois da selecdo do
mutante com a deficiéncia de interesse, fornecéficays para o isolamento do gene
interrompido (MICHIELSE et al., 2005b). Nesse sgmtios métodos que tém se mostrado mais
apropriados para essa abordagem sdao REMI e AMT [BAARIA et al., 2009; KAHMANN;
BASSE, 1999; MICHIELSE et al., 2005b; MULLINS; KANG2001). A estratégia de
mutagenése insercional aleatéria tem sido bastamtpregada para determinar fatores de
patogenicidade, nas interacfes entre fungos patmgéa planta hospedeira, e genes regulados
pelas relacbes mutualisticas entre fungos benééiquantas. Por exemplo, o sistema AMT foi
utilizado para gerar 10.290 mutantes do agenteatals murcha-de-fusario em tomate,
oxysporunt. sp.lycopersicj para selecdo de mutantes com patogenicidadedpendi reduzida.

Os autores selecionaram 106 mutantes para patadpgece identificaram (via TAIL-PCR;
Thermal Asymmetric Interlaced PER11 potenciais genes de patogenicidade nesse,fdog
quais alguns estédo relacionados com metabolismandeoacidos e lipidios, reconstrucdo de
parede celular e translocacdo e degradacéo dérmastentre muitos outros (MICHIELSE et al.,
2009). Uma descoberta interessante acerca das ¢aséscas das interacdes fungo-planta foi
obtida a partir da geracdo de uma biblioteca dé0D4mutantes REMI do patdége@ magna
selecdo de 176 mutantes nao-patogénicos e caracii dos mesmos. Os resultados revelaram
que a disrupgdo de um Unico gene é capaz de atestilo de vida do fungo durante a interacao
com a planta, de patogéno para mutualista ou catistias sugerindo que esses genes podem
representar aspectos fundamentais e altamente readse das simbioses fungo-planta
(REDMAN; RANSON; RODRIGUEZ, 1999). A existéncia dgenes essenciais para o0
estabelecimento de relagcdes simbioticas tambénvijioliservada no fungo ectomicorrizico

Hebeloma cylindrosporum(COMBIER et al., 2004). Nesse caso, 1725 mutamtssrcionais



47

foram gerados pelos sistemas protoplasto-PEG e REMElecionados para incapacidade de
formar simbiose corRinus pinaste(COMBIER et al., 2004).

Uma abordagem mais direta, a mutagénese sitiazifispe pode ser adotada para
desvendar a funcdo génica nos casos em que exgstees candidatos para determinada funcao
que se deseja estudar (MULLINS; KANG, 2001). Nesstaatégia, o gene-alvo é inativado
(nocaute) por disrupcao ou delegdo/substituicadcgénpartir da recombinacdo homologa entre
o vetor de transformacédo e o gene-alvo, e os eeldtconfirmam ou ndo a funcdo presumida
(BHADAURIA et al., 2009). Basicamente, a recombémtomébloga envolve a troca reciproca
de sequéncias de DNA entre cromossomos que carregaesmo loco genético (BHADAURIA
et al., 2009). Na disrupcao génica, o fungo é feemsmdo com um cassete de disrupg¢do que
contém um gene de selecdo flanqueado pelas segsiédcoi gene-alvo. Por transformacéo
genética, esse cassete de disrupcao é inseridenoong do fungo na posi¢ao do gene-alvo, via
recombinacdo homologa (WELD et al., 2006). Na deésubstituicio génica o gene-alvo é
substituido por completo, pois o vetor de transégy@o contém um gene de marcador seletivo
flanqueado por cerca de 1 kb das sequéncias ddashdireita e esquerda do gene-alvo. Em
fungos filamentosos, a eficiéncia da mutagénese-especifica depende do comprimento da
sequéncia homologa, do nivel de homologia, do neétledtransformacao e da posicédo do gene-
alvo no genoma (BIRD; BRADSHAW, 1997; DAVIDSON ek,a2000). Diferentemente da
recombinacdo homologa na leved@racerevisiaconde cerca de 100 pb de sequéncia homdloga
geralmente € suficiente, fungos filamentosos paetidde pelo menos 1 kb de sequéncia
homologa, e em alguns casos ainda mais (MICHIELSEL.e 2005a; WILSON; IDNURM,;
HOWLETT, 2002). Assim, embora essa estratégia efifmaz para nocautear genes-alvo, a
frequéncia desse evento pode ser muito baixa amcéies onde a frequéncia de integracdo
ectopica (recombinacao heterdloga) € alta, dificulo a deteccdo do mutante de interesse e
tornando o processo de selecdo bastante labodgbL(INS; KANG, 2001). A mutagénese
sitio-especifica pode ser alcancada pelos difesesistemas de transformacdo genética
disponiveis, entretanto, algumas comparac¢fes téinamho que AMT e biolistica parecem ser
mais apropriadas para promover a recombinacdo lgadcBUNDOCK et al., 1999;
DAVIDSON et al., 2000). Uma série de genes de matmjdade tem sido identificada em
diversos fungos patogénicos por meio de nocaute@gror exemplo: genes para proteina MAP
quinase entC. heterotrophugLEV et al., 1999) B. cinerea(ZHENG et al., 200Q)C. fulvum
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(VAN DEN ACKERVEKEN et al.,, 1993) C. gloeosporioide§HWANG; FLAISHMAN;
KOLATTUKUDY, 1995), F. graminearum(JENCZMIONKA; SCHAFER, 2005) &. oryzae
(TALBOT; EBBOLE; HAMER, 1993; XU; HAMER, 1996); par carreador do cassete de
ligacdo a ATP (ABC) emB. cinerea(SCHOONBEEK; DEL SORBO; DE WAARD, 2001); para
a proteina heterotrimérica de ligacdo a GTP e pdenilato ciclase enM. oryzae(CHOI,
DEAN, 1997); para regulacdo da derepressdo catab@m C. carbonum(TONUKARI;
SCOTT-CRAIG; WALTON, 2000); para gene de cutinaseM. oryzae(SKAMNIOTI; GURR,
2007); e para classe V de quitina sintase~eimxysporun{MADRID; DI PIETRO; RONCERO,
2003), entre muitos outros. Diferentemente da agéw entre fungos patogénicos e planta
hospedeira, cuja literatura esta repleta de estagdesidentificaram genes envolvidos, até o
momento, 0s aspectos moleculares das interacoemlisticas fungo-planta foram muito pouco
avaliados.

Uma estratégia alternativa que permite estudangab de genes € o silenciamento génico
via RNA de interferéncia (RNAI). Nesse caso, a espéio do gene € interrompida em niveis pos-
transcricionaisknock-dowi pela eliminacdo do RNA mensageiro (MRNA) e nageioe, como
na mutagénese sitio-dirigida (WELD et al., 20063siBamente, a presenca de sequéncias de
acido nucléico exdégenas (como RNA virais e tranegepromovem a geracdo de moléculas de
RNA fita dupla (dsRNA), as quais ativam a degradagé mRNA homdlogo, resultando na
reducdo ou total eliminagdo da expressdo do gendgsRNA é obtido pela formacdo de um
grampo a partir do transcrito de RNAI, pois estentém uma repeticdo invertida da
sequéncia-alvo. A geracao de dsRNA é essenciat pessesso, porque essas moléculas servem
de molde para a ribonuclease Dicer Ill produzirysgms RNAs de interferéncia (SiRNAS), os
guais sao incorporados ao complexo de silenciamiediezido por RNA (RISC), servindo de
guias (sequéncia-especificos) para a procura erudgsi das moléculas de mMRNA
correspondentes (HANNON, 2002). Essa estratégisildaciamento génico via RNAi tem
algumas vantagens sobre a mutagénese sitio-dirigidtaeiro, ela requer trechos de sequéncias
relativamente pequenos, o que € bastante intetessama vez que informacgdes sobre sequéncias
ainda se limitam a poucos fungos. Mutantes com geiienciados podem ser mais faceis de
serem obtidos do que mutantes com genes nocaujeao®scasos em que a frequéncia de
recombinacdo homoéloga é muito baixa (NAKAYASHIKI ak, 2005). Uma vez que essa

estratégia funciona em nivel transcricional (IMRN&@ ndo é comprometida pela presenca de
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nacleos ndo transformados ou de genes em multpfEas (WELD et al., 2006). Além disso, ela
tem potencial para silenciar diversos genes simedmente, uma vez que exista certo grau de
similaridade entre eles, e isso pode ser vantagmo casos onde a redundancia génica
atrapalharia a deteccdo do fendtipo de interesig €t al., 2002; MOUYNA et al., 2004;
NGUYEN et al., 2008). Finalmente, ela tem grand&ate nos casos em que o0 nocaute do gene
é letal ao organismo, contornando esse problenaarpptessao parcial do gene ou pelo uso de
promotores condicionais (GOLDONI et al., 2004). @bwente, essa estratégia também possui
limitacbes. Uma delas é o fato de que o silenciamegénico nem sempre elimina
completamente a expressdo do gene-alvo, sendo gutemsdo do silenciamento é altamente
variavel (NAKAYASHIKI et al., 2005; NGUYEN et al.2008), fazendo-se necessaria uma
selecdo para os mutantes com maiores niveis decisieento (MOUYNA et al.,, 2004,
SPIERING et al.,, 2005). Outra limitagcdo consiste fatp de que o nivel de silenciamento
necessario para observar alteragées no fenotiondo varia de acordo com o gene-alvo. Além
disso, a possibilidade de que ocorra silenciamemtwlitdneo de mais de um gene pode ser
indesejavel em alguns casos. Também, pode exigtiefeito colateral da inser¢cdo do vetor de
silenciamento, caso a integracdo cause a disrugedalgum gene importante (WELD et al.,
2006). Finalmente, os mutantes silenciados por RN podem ser complementados, uma vez
gue o gene propriamente dito ndo foi alterado, emlagumas alternativas ja tenham sido
propostas para contornar essa limitacdo (GONZALBRFBOS et al., 2005; MOUYNA et al.,
2004). Essa nova estratégia tem sido usada corsssupara o silenciamento génico em fungos
filamentosos, como os fitopatogenidls oryzae(KADOTANI et al., 2003; NAKAYASHIKI et
al., 2005; NGUYEN et al., 2008%. lagenarium(NAKAYASHIKI et al., 2005) eVenturia
inaequalis (FITZGERALD; VAN KAN; PLUMMER, 2004), e também o figo endofitico
Neotypodium uncinatufsPIERING et al., 2005), e apresenta grande patkdei utilizacdo em
estudos que buscam desvendar aspectos molecutares, aqueles envolvidos nas interacdes
fungo-planta. Inclusive, vetores de silenciamegto sido desenvolvidos para agilizar os passos
de clonagem necessarios, como o pSilentl (NAKAYASH#t al., 2005), o pSilent-Duall
(NGUYEN et al., 2008) e o sistema comercial GateRBAI (Invitrogen).

Numa outra abordagem, a transformacédo genética pedusada para transferir genes
reporter para o fungo em estudo, seja para moniemto da expresséo e localizacao intracelular
da proteina de um gene especifico (via insercaasgete contendo fusdo do gene-alvo com um
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gene repodrter) ou monitoramento do fungo como uio t@o interior de tecidos vegetais (via
insercdo de um gene reporter sob controle de ummgioy constitutivo). Os chamados genes
reporter, sob condicbes apropriadas, promovem ugdanta ha coloracao da(s) estrutura(s) do
fungo, permitindo a visualizacdo facil de aspeduoe se deseja estudar (MULLINS; KANG,
2001). Os sistemas repérter mais comuns incluenmo dcGUS @usA, B-D-glicoronidase de
Escherichia coli, onde as estruturas/células transformadas adquitg azul na presenca do
substrato da enzima (X-glicuronide) (JEFFERSON; WNAGH; BEVAN, 1987), e da GFP
(ofp, gene da proteina verde fluorescente Algjuorea victorip onde as estruturas/células
transformadas emitem fluorescéncia verde em reg@oskposicao a luz ultravioleta ou luz azul
(CHALFIE et al., 1994; HASELOFF; DORMAND; BRAND, £9). Em estudos que envolvem a
interacdo fungo-planta, esses sistemas tém sid@anbasutilizados para estimar a biomassa
fungica nos tecidos vegetais (HERD et al., 1997NVBEN WYMELENBERG et al., 1997),
avaliar a expressdo de genes em estagios especifconteracdo (FEY; COX, 1997; LIU;
KOLATTUKUDY, 1999), analisar a atividade metabodlida fungoin planta (HERD et al.,
1997; TAN et al., 2001), determinar a localizac&tular e o transporte dos produtos génicos
durante a infeccéo fungica (FEY; COX, 1997; HELBEHEQUENA, 2008; MANNERS, 2000;
WEBER et al., 2006) e analisar a dindmica de amgaio e/ou infec¢cdo do fungo nos 6rgéos do
hospedeiro vegetal (ABELLO; KELEMU; GARCIA, 2008; HACON et al., 2007;
CHRISTENSEN et al, 2008, MURRAY; LATCH; SCOTT, 1839 OLIVAIN;
ALABOUVETTE, 1999; PLIEGO et al., 2009; SPELLIG; BOIN; KAHMANN, 1996; TAN et

al., 2001; VAN DEN WYMELENBERG et al., 1997). Porammplo, a transformacéo genética do
fungo endofiticcAcremoniunsp. para inser¢do de um cassete contendo oggsAesob controle

de um promotor constitutivo (MURRAY; LATCH; SCOTTI992) permitiu avaliar a atividade
metabolica do endofitin plantae a visualizagdo de hifas, expressando GUS, caod@ os
tecidos da planta (HERD et al., 1997). Os autobs®iwvaram que: a concentracdo da atividade
metabodlica do fungo no tecido da planta diminui contrescimento da planta; 70% dessa
atividade se localiza nas laminas foliares; existegradiente dessa atividade nos sentidos basal-
apical e lateral (tecido mais novo-tecido mais oglle esses gradientes sdo estabelecidos no
inicio do desenvolvimento foliar (HERD et al., 199A partir desses resultados, Herd et al.
(1997) sugeriram que a concentracdo do endofitcata parte da planta seja regulada de tal

forma que existe um limite pré-determinado da d#sigde do fungo na planta, o qual nunca é



51

excedido, e também segue um padrdo de distribuigatecido vegetal. Em outro trabalho, o
fungo T. harzianumcomumente encontrado como sapréfita de solodrdosformado com um
vetor contendo o gergdp sob controle de um promotor constitutivo para avali capacidade de
colonizar endofiticamente tecidos das raizes detagade tomate (CHACON et al., 2007). A
partir da observagdo via microscépio confocal, a®ras detectaram a presenca do fungo no
interior das raizes, colonizando os espacos ifdtéates do tecido radicular e formando
estruturas do tipo papila nas extremidades das (EIACON et al., 2007). Usando a estratégia
de fusdo com gene reporter, Helber e Requena (2@8)minaram a localizacdo dos nucleos do
fungo micorrizicoG. intraradicesusando dois genes reporter para proteinas fluemess; ayfp
(fluorescéncia verde) e BsRed(fluorescéncia vermelha), em fusdo com o geneodaitacéo
nuclearstuA de A. nidulanse sob controle dos promotorgpd de A. nidulanse GmPMA1lou
GmFOX2de G. mosseaerespectivamente. O emprego de sistemas repérterestosios de
interacdo fungo-planta tem grande potencial pavalae detalhes da relacdo simbiotica entre
esses organismos e com isso fornecer subsidiosaparaoramento de técnicas de controle de

doencas e otimizacdo das relagdes mutualisticas.
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2 EFEITO DA TRANSGENESE, ESTAGIO DE CRESCIMENTO E MAN EJO
AGRICOLA NA ESTRUTURA E DIVERSIDADE DA COMUNIDADE F UNGICA
ASSOCIADA A CANA-DE-ACUCAR

Resumo

A preservacao das comunidades microbianas beséig plantas se tornou uma questéo
importante a luz dos apelos atuais por susterdaliéi. Neste contexto, a avaliacdo de possiveis
efeitos de plantas de cana-de-agucar geneticammarttficada sobre a estrutura e diversidade de
comunidades fungicas é de grande importancia, ¢a glteracdes nessas comunidades podem
resultar no aumento da incidéncia de fungos patogé&nou mudar o padrdo de interagao
fungo-planta. Dessa forma, o presente estudo busuestigar os efeitos da transgénese, estagio
de crescimento e manejo agricola sobre a estraetdigersidade das comunidades fungicas da
rizosfera e endofitica de raizes de plantas de-deveglcar. Para tal, duas variedades de cana-
de-agucar, uma convencional (SP80-1842) e outnadémica (IMI-1, expressando resisténcia ao
herbicida imazapir), tratadas ou ndo com herbisitezapir, foram cultivadas durante dois anos
(2004 e 2005) e amostras foram coletadas em ti&gi@s de crescimento (3, 10 e 17 meses) para
isolamento de fungos da rizosfera e endofitos tmsaA frequéncia de fungos endofiticos e da
rizosfera foi comparada entre tratamentos, e aa®sapresentativas de cada populagdo foram
selecionadas para identificacdo molecular dos fsingsequenciamento da regido ITS-1, 5,8S e
ITS-2 do rDNA, célculo dos indices de riqueza eethidade e analise de variancia molecular
(AMOVA). Todos os resultados obtidos, consideraaddaliferentes analises empregadas (dados
de frequéncia fangica, diversidade, riqueza e AMQMAostraram que nem o genétipo (plantas
convencionais e plantas transgénicas) nem o traliural (capina e herbicida) induziram
alteracdes significativas na comunidade fungicao@ada as plantas de cana-de-acUcar.
Diferentemente, foi observado que o estagio deicnemito das plantas foi o Unico fator avaliado
capaz de gerar uma alteracdo nas comunidades &8ngsendo que, esse efeito sO foi
significativo para a comunidade endofitica de rainfo para os fungos da rizosfera. De maneira
geral, a estrutura da comunidade fungica assoéiamaa-de-acucar parece ser formada por um
grande numero de géneros pouco frequentes e umemeqgquimero de géneros altamente
frequentes. Além disso, os dados obtidos no prestabalho indicam que os efeitos da
transgénese, se existentes, devem ser secunda&aosiog comparados as fontes naturais de
variacdo, sendo que, a comunidade fungica endofiticraiz mostrou-se muito mais dependente
da idade da planta do que da modificacdo genétesepte na variedade transgénica.

Palavras-chave: Cana-de-agucar; Transgénico; FuBgdsfito; Rizosfera
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2 EFFECTS OF TRANSGENESE, GROWTH STAGE AND MANAGEMENT ON THE
STRUCTURE AND DIVERSITY OF FUNGAL COMMUNITY ASSOCIA TED TO
SUGARCANE

Abstract

Preserving plant-beneficial microbial community hased into an important issue in the
nowadays context of pursuing sustainability. Assgspossible effects of genetically modified
sugarcane plants upon the structure and diversitynmal communities is of great importance,
since any change in these communities may lead tocaease on fungal pathogens incidence or
modify the pattern of interaction between fungud plant. The present study aimed to assess the
effects of transgenese, growth stage and managewmenthe structure and diversity of
rhizosphere and root-endophytic fungal communagEsociated to sugarcane plants. For that, two
varieties of sugarcane, the conventional SP80-&8dlAts transgenic counterpart IMI-1 (resistant
to imazapyr herbicide), managed or not with thezapgr herbicide, were grown in the course of
a 2-year monitoring field (2004 and 2005) and eatd at three different growth stages (3, 10
and 17 months) by isolating rhizosphere fungi amagél-root endophytes. The frequency of
fungal-root endophytes and rhizosphere fungi washpayed among treatments, and a
representative portion of each population was sedefor molecular identification by sequencing
the rDNA region ITS1-5.8S-ITS-2, calculation offrieess and diversity indexes and analysis of
molecular variance (AMOVA). All the results obtatheconsidering the different approaches
adopted in this study (fungal frequency, richnesd diversity indexes and AMOVA), showed
that neither the plant genotype (conventional aadsgenic) nor the management (hand-weeded
or herbicide-sprayed) led to significant changedungal communities associated to sugarcane.
Differently, it was observed that the plant growthge was the only factor examined that was
able to produce a change in fungal communities, ibmtas significant just for fungal-root
endophytes, and not for the rhizosphere fungi. @ll;at seems likely that the sugarcane fungal
community structure is composed of many differegmiaya of low frequency, and a few genera
highly frequent. Moreover, the current results aadie that, if transgenese effects are present,
they may be minor compared to other natural sowteariation, and the fungal-root endophytic
community has shown to be much more dependentasft growth stage than of the genetic
modification in the transgenic variety.

Keywords: Sugarcane; Transgenic; Fungi; EndoptRiezosphere
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2.1 Introducgéo

Fungos e bactérias sdo importantes componentesintmente agricola, visto que
interagem com as plantas, contribuem com o equalicologico, decomposicdo, ciclagem de
nutrientes e manutencdo do funcionamento do etesss(WEINERT et al., 2009). Esses
microrganismos podem ser mutualistas, antagonisaprofitos ou patdégenos, ocupando
diferentes nichos, como o solo, a filosfera, adiem e, em associacbes mais intimas com a
planta, o interior de tecidos vegetais. Essas catadas microbianas associadas as plantas séo
bastante complexas e podem ser influenciadas feredies fatores, como tipo de solo, espécie
vegetal, gendtipo da planta, manejo agricola eyestie crescimento (DUINEVELD et al., 1998;
GARBEVA; VAN VEEN; VAN ELSAS, 2004; GRAYSTON et al.1998; MARSCHNER;
SOLAIMAN; RENGEL, 2006; MARSCHNER et al., 2001; SNIRA et al.,, 2001). A
preservacdo das comunidades microbianas benéfigdaritas se tornou uma questéo importante
a luz dos apelos atuais por ecossistemas cada alszsostentaveis. Nesse sentido, estudos de
diversidade podem ajudar a esclarecer o papel d@rmanismos nativos e mudancas bioldgicas
associadas as pertubacdes ambientais, correladordinersidade microbiana, solo, planta e
sustentabilidade do ecossistema (ATLAS et al., 1399RCO; KENNEDY; JAWSON, 1994).

Embora plantas geneticamente modificadas (PGMs)aestsendo cultivadas em grande
escala ha mais de 10 anos, os impactos que elasnpoalisar no ambiente e na saude humana
ainda ndo foram completamente esclarecidos. Véraisalhos ja foram realizados com o
objetivo de avaliar os potenciais efeitos de PGls comunidades microbianas associadas as
plantas (ANDOW,; ZWAHLEN, 2006; MOTAVALLI et al., 24; WIDMER, 2007), entretanto,
muito pouco foi avaliado sobre a interacdo entreronganismos e plantas de cana-de-agUcar
transgénica (MENDES, 2008; ROSSETTO, 2008; STUARIQ6; STUART et al., 2010). No
Brasil, a cultura da cana-de-agucar tem grandeagestno cendrio agricola e econémico, uma
vez que o pais é lider mundial na producdo dedsaaucom cerca de 650 milhdes de toneladas
produzidas numa éarea de 8,1 milhdes de hectarsafreade 2008, envolvendo 1,3 milhdes de
empregos formais nos setores de cana, etanol ara¢BGE, 2009). Devido a sua importancia,
novas variedades vém sendo desenvolvidas, por naallento classico e/ou técnicas moleculares
modernas, para caracteristicas como resisténcisetos, resisténcia a herbicida, maiores teores
de acucares, auséncia de florescimento entre otfinretanto, a liberacao do plantio de cana-de-

acucar transgénica no Brasil ainda depende deasstledbiosseguranca e impactos ambientais.
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Altera¢Bes na dindmica dos microrganismos que vigemintimo contato com a planta
(como os endofiticos ou 0s que habitam a rizosfeodlem resultar tanto em efeitos negativos
como positivos no crescimento e vigor da plantaomsequentemente, na sustentabilidade do
sistema (DUNFIELD; GERMIDA, 2004). Os fungos, paxemplo, possuem uma série de
fungbes importantes nos ecossistemas terrestrémydes envolvidos em muitos processos
essenciais para o funcionamento do ecossistema EARSEON; CAMPBELL; PROSSER, 2003).
Mais da metade das espécies fungicas descritasapaaes de estabelecer intimas relacbes com
outros organismos vivos, em relacdes parasiticasensalisticas ou mutualisticas (BARBIERI,
CARVALHO, 2001), sendo que atualmente sabe-se qdeast as espécies de plantas séo
potenciais hospedeiros para diversos fungos (ARNOBRDO7). Fungos que estabelecem
interacbfes com vegetais estdo presentes principtdnma rizosfera e no interior dos tecidos
vegetais. A rizosfera, solo influenciado pelas @sjzconstitui um microambiente rico em
exsudados radiculares intensamente colonizado orumidades microbianas (SORENSEN,
1997), as quais afetam diretamente as plantas, gw&mdo crescimento, disponibilizando
nutrientes ou protegendo de patdgenos (ATKINSON;TWAN, 2000; SYLVIA; CHELLEMI,
2001). Fungos endofiticos, por sua vez, colonizamterior de tecidos vegetais e estabelecem
um antagonismo balanceado com a planta, onde asgbbgneficiam da interacdo (SCHULZ;
BOYLE, 2005). Nessa relacao, o fungo endofiticebecnutricdo e protecdo da planta e em troca
melhora as habilidades competitivas da mesma, @nesisténcia a herbivoria, a patdégenos e a
estresses abidticos, e também pode promover unr r@scimento vegetal (SAIKKONEN et
al., 1998).

Os resultados de estudos que avaliaram o impactd@kls sobre comunidades
microbianas associadas as plantas tém mostradmsj@feitos gerados podem ser positivos,
negativos ou neutros (DEVARE; JONES; THIES, 2004)NFIELD; GERMIDA, 2001,
DUNFIELD; GERMIDA, 2003; LAMARCHE; HAMELIN, 2007; LU et al., 2008; POWELL et
al., 2007; SHEN; CAl; GONG, 2006; STEFANI; BERUBE)06; WATRUD et al., 2006; WU;
YE; MIN, 2004), e podem incluir mudangas na atidelanicrobiana do solo, devido a diferencas
na quantidade e composicdo dos exsudados libenaelos raizes; mudancas nas funcdes
microbianas, resultado da transferéncia horizatgairansgenes de PGMs para microrganismos;
alteracdes nas populacées microbianas, em virtedendprego de préaticas especificas para
culturas transgénicas, entre outros (MOTAVALLI ét 2004). Entretanto, Ss&0 numerosos 0s
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exemplos de trabalhos que avaliaram possiveisfdi plantas transgénicas sobre a estrutura
de comunidades microbianas e ndo observaram d@eaggnificativas, sendo que, na verdade,
os resultados mostram que os efeitos da transgéaianinimos quando comparados com outros
fatores de variacdo, como o cultivar (DUNFIELD; G&ERA, 2001), o tipo de solo (RASCHE

et al.,, 2006a; RASCHE et al., 2006b), o local diivau (HEUER et al., 2002; LAMARCHE;
HAMELIN, 2007) e o estagio de crescimento da pld@#AMFI et al., 2002; LIU et al., 2008;
RASCHE et al., 2006a; RASCHE et al., 2006b; VAN QREEEK; VAN ELSAS, 2008). Por
exemplo, Weinert et al. (2009) compararam os efede plantas de batata geneticamente
modificadas para acumulo de zeaxantina com ososfaie diferentes cultivares sobre as
comunidades bacterianas e fungicas da rizosfelservaram que o uso de diferentes cultivares
levou a maiores alteracdes nas comunidades mic@abiavaliadas do que a modificacdo
genética da planta transgénica. Além disso, foifigado que o estagio de crescimento das
plantas influenciou os efeitos nas comunidades abianas. Em outro estudo, diferentes
variedades de soja, incluindo plantas transgénegwessando o0 genep4-epsps foram
comparadas quanto a capacidade de formar assagiegdefungos micorrizicos e rizobios. Os
resultados mostraram que a colonizacdo das ratrefupgos micorrizicos e rizébios diferiu
entre as variedades de soja, entretanto, essaca@riado pdde ser correlacionada com a
modificacdo genética (POWELL et al., 2007). Assaimda que a transgénese possa afetar as
popula¢cdes microbianas associadas as plantass datii@s de variacdo devem ser consideradas
qguando se estuda o impacto das PGMs, de formagjateibos da modificacdo genética possam
ser separados dos outros fatores e adequadamaiitelas.

Considerando todos esses aspectos, o0 presentthdrdhescou investigar os efeitos da
transgénese, estigio de crescimento e manejo lagdobre a estrutura e diversidade das
comunidades fungicas associadas a plantas de eaagidar. Para tal, duas variedades de cana-
de-acucar, uma convencional (SP80-1842) e outnadémica (IMI-1, expressando resisténcia ao
herbicida imazapir), tratadas ou ndo com herbisitezapir, foram cultivadas durante dois anos
(2004 e 2005) e amostras foram coletadas em ti&gi@s de crescimento (3, 10 e 17 meses) para
isolamento de fungos da rizosfera e endofiticosralees. As frequéncias fungicas foram
comparadas entre tratamentos, e amostras repridsafide cada populacdo foram selecionadas
para identificacdo molecular dos fungos via segaemento de segmentos do rDNA, célculo dos
indices de riqueza e diversidade e analise dengaidnolecular.
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2.2 Desenvolvimento

2.2.1 Materiais e métodos

2.2.1.1 Material vegetal, area de cultivo e delinezento experimental

As plantas de cana-de-acucda¢charunsp.) foram cultivadas, em experimentos liberados
pela CTNBIo, na area experimental do Centro de dlegn Canavieira (CTC), Piracicaba, SP,
Brasil (22° 41’ S e 47° 33’ O), sob a supervisdddoEugénio César Ulian. Foram utilizadas
uma variedade comercial e uma geneticamente madéi¢Tabela 2.1), distribuidas em trés
tratamentos: ) cana-de-acucar convencional (SP80-1842) + cadih@) cana-de-acucar
geneticamente modificada (IMI-1) + capina®H( cana-de-aclUcar geneticamente modificada
(IMI-1) + aplicacdo Unica do herbicida imazapir 2sas apés plantio. O plantio foi realizado em
abril de 2004 e o experimento foi mantido em camppo2 anos. O delineamento experimental
consistiu de blocos casualizados, contendo 4 bledds parcelas, sendo que cada tratamento foi
distribuido em 4 parcelas (repeticdes) (Figura. A%)amostras foram coletadas 3, 10 e 17 meses
apos o plantio das plantas de cana-de-acucar, came parcela teve 3 plantas amostradas e
submetidas aos procedimentos de isolamento de $unfgese delineamento experimental
permitiu avaliar o efeito da transgénese (comparai@s tratamentos @s. TC), do manejo
cultural (comparacao dos tratamentosveCTH) e do estagio de crescimento (comparacao entre

as amostras coletadas com 3, 10 e 17 meses).

2.2.1.2 Isolamento de fungos endofiticos e da rifesa de cana-de-agucar

O isolamento de fungos endofiticos de raizes da-daracucar seguiu 0 processo de
desinfeccdo superficial, determinado por testebngirares (ROMAO et al., 2000), no qual as
superficies da raiz foram primeiramente lavadasigua corrente para remocéao de particulas de
solo e entdo submetidas a uma sequéncia de imensdgtanol 70% por 60 s, hipoclorito de
sédio (NaOCIl) a 3% (v/v) de cloro ativo por 90 el 70% por 60 s e duas lavagens em agua
esterilizada. ApOs processadas, as raizes foranmadesr em pequenos fragmentos de

aproximadamente 5 mm de comprimento, comliaugie um estilete sobre placa de petri
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Tabela 2.1 - Caracteristicas das plantas de caag#d=r utilizadas no presente trabalho

Variedade Espécie Caracteristicas
SP80-1842 Saccharunmsp. Variedade comercial ndo portadora de transgene
IMI-1 Saccharunsp. Plantas derivadas da variedade SP80-1842 resistembe herbicida

imazapir. Carregam uma construcédo plasmidial qusyaim variante do
gene AHAS de trigo (alterado na posicédo 653, cosnlzstituicdo de uma
serina por uma asparagina), um promotor de ubigairtte cana-de-acucar
e 0 gene de resisténcia ao antibiético ampicilina

esterilizada. Foram transferidos 7 fragmentos ag@ara cada placa de Petri contendo meio de
cultura BDA (Batata Dextrose Agar, Merk) acrescittp antibiético tetraciclina (5¢g.mL?Y),

para impedir crescimento bacteriano. Para isolaméatfungos da rizosfera, amostras de solo
(5 g) da area sob influéncia das raizes da plamtanf adicionadas em 50 mL de tampéo PBS
(140 mM de NaCl, 3 mM de KCI, 10 mM de MO, e 2 mM de KHPQy, pH 7,4) com pérolas

de vidro e agitados (150 rpm) por uma hora. Apdsbtencdo da suspensdo, foram feitas
diluicbes em tampdo PBS, e aliquotas de 10 foram semeadas sobre meio BDA
suplementado com o antibiético tetraciclina (BdmL?). Para avaliar a eficiéncia do processo
de desinfeccdo, 100L da agua utilizada na ultima lavagem foram semgadare meio BDA.

As placas foram entéo incubadas a 28° C por 2 diasle acompanhadas periodicamente para
avaliacdo do crescimento de fungos. ApoOs crescon@émigico, as coldnias foram contadas,
agrupadas por caracteristicas morfologicas e issladpresentativos da diversidade fangica
foram coletados, purificados e estocados parasasapiosteriores. Apenas fungos filamentosos
foram considerados nesse trabalho, ou seja, osg$urgeduriformes foram desconsiderados das
analises. A frequéncia de colbnias crescidas pagniento foi calculada para isolamento de
fungos endofiticos de raiz e a conversdo dos da@osumero de colbnias para unidades
formadoras de coldnia por grama de solo da rizagleFC.g'") foi realizada para o isolamento

de fungos da rizosfera.
2.2.1.3 Purificacao e estoque de fungos

A purificacdo das colonias estocadas foi realizada meio de diluicdo em série e
semeadura em meio de cultura BDA. Para isso, canxiio de alca metdlica esterilizada foram
coletados esporos e/ou micélios da colbnia e teadsk para tubo de 2 mL contento 1 mL de
solucdo de salina (8,5 g de NaCl em 1 L de agya)s,ao tubo foi intensamente agitado
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utilizando-se agitador (Vortex). Apés a agitacasuspensao foi diluida até1@ 10° e 100pL
dessas diluicdes foram semeadas em placas decBatando meio BDA. As placas foram
incubadas em estufa a 28° C para o crescimentdeag@m de colOnias isoladas. As colonias
isoladas foram armazenadas de acordo com o métagtell@ni (ARAUJO et al., 2002), no qual
os fungos foram crescidos em meio BDA, e entadariaraletados discos de meio de cultura com
micélios e colocados em frascos de 10 mL contergle ésterilizada. Os frascos foram

identificados e armazenados a temperatura ambiente.

Bloco 1 Bloco 2 Bloco 3 Bloco 4
Parcela 01 Parcela 06 Parcela 07 Parcela 12
C1 TH2 TCs C4
Parcela 02 Parcela 05 Parcela 08 Parcela 11
TC1 C2 TH3 TC4
Parcela 03 Parcela 04 Parcela 09 Parcela 10
TH1 TC2 C3 TH4

oD

IIZLIZII

000000000

5m

Figura 2.1 - Esquema do delineamento experimentatnando a distribuicdo dos tratamentos, blocoareetas na
area experimental, assim como as dimensfes daggmrOs tratamentos estéo indicados por (C) cana-
de-acucar convencional (SP80-1842) + capina, (B@aale-aclcar geneticamente modificada (IMI-1)
+ capina e (TH) cana-de-acucar geneticamente moaddi (IMI-1) + aplicacdo Unica do herbicida
imazapir 2 meses apos plantio. O experimento faitado em blocos inteiramente casualizados, com
um total de 12 parcelas, sendo que cada tratarf@rdestribuido em 4 parcelas. Cada parcela coatinh
5 linhas de cana-de-agucar, com espacamento deritrelinhas e 0,3 m entre plantas. A bordadura foi
realizada com a variedade convencional SP80-184drea total ocupada pelo experimento foi de 0,08
ha

2.2.1.4 Identificagdo molecular

O DNA dos isolados fangicos foi extraido de acoombon o protocolo descrito por
Raeder & Broda (1985) com algumas modificacdedu@gos foram crescidos em 50 mL de BD
(caldo de 200 g de batata e 20 g de dextrose entdd dgua, [pH 6,0]) por cerca de 5 dias a
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28° C, a suspensdo fungica foi filtrada e o mictdidriturado em nitrogénio liquido. Cerca de
200 mg do micélio triturado foi transferido pararmlL de tampdo de extracdo (1% de SDS,
25 mM de EDTA, 250 mM de NaCl e 200 mM de Tris-HfpiH 8,0]), incubado a 65° C por
20 min e centrifugado a 16000Xpor 10 min a 4° C. O sobrenadante foi transfepiaia tubo
novo contendo 1 vol de fenol, homogeneizado e ifegédo (16000Xg por 5 min a 4° C). Apds,

0 sobrenadante foi transferido para tubo novo camutel vol de fenol:cloroférmio (1:1 vol/vol),
homogeneizado e centrifugado (16008>or 5 min a 4° C). Novamente, o sobrenadante foi
transferido para tubo novo contendo 1 vol de ctorofo:alcool isoamilico (CIA) (24:1 vol/vol)
homogeneizado e centrifugado (16009Xpor 5 min a 4° C). O DNA foi precipitado pela
transferéncia do sobrenadante para tubo novo atmi@% vol de isopropanol, homogeneizacéao,
incubacdo por 5 min a temperatura ambiente e dggaigdo a 16000X por 10 min a 4° C. O
precipitado foi lavado com 500 pL de etanol 7098 &4seco a 37° C e ressuspendido em 50 pL
de agua ultra-pura (Milli-Q) autoclavada. A intelgrile do DNA e a quantificacdo do mesmo
foram realizadas por meio da eletroforese em gelgdeose 0,8% a 3 V.¢hre comparacdo com
marcador (DNA do faga, Invitrogen). O DNA foi estocado a -20° C. A regid S1-5,8S-ITS2

do rDNA dos isolados fungicos foi amplificada pt#anica de PCR com o uso dos iniciadores
ITS-1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS-4 (5-TCCTGCTTATTGATATGC-3), 0s
quais anelam em posicoes especificas do 18S e A8MNMA (WHITE et al.,, 1990). A
amplificacdo foi realizada em termociclador (PeltiEhermal Cycler 200, MJ Research)
programado para realizar uma desnaturacdo inicé & por 5 min, seguido de 24 ciclos de
94° C por 30 s, 55C por 30 s e 72C por 30 s, apds os ciclos, uma extenséo final’& j&or

7 min. A reacdo de amplificagao foi realizada emwatume final de 5QL, contendo Tampao
1X (50 mM de KCI, 20 mM de Tris-HCI, [pH 8,4]), 3/n1M de MgC}, 1 mM de dNTPs,
0,05 UpL™ de Taq DNA polimerase (Invitrogen), Q4 de cada iniciadoe 5 ng de DNA. O
fragmento amplificado foi observado por eletroferemm gel de agarose 1,4% a 3 Vim
juntamente com o marcador de peso molecular DNAdéadlOOpb (Invitrogen). Apds a
eletroforese o gel foi corado em solucéo de bromdetetidio (1 mg.mt) e fotodocumentado.
Ao final, os fragmentos amplificados foram puriticea com o kitGFX PCR (Amersham
Pharmacia Biotech) e sequenciados (Laboratorio idddgia da UMC, Mogi das Cruzes, SP e
no Centro de Estudos do Genoma Humano, USP). Hdem#@ficacdo dos isolados fungicos, as

sequéncias foram analisadas comparativamente via ASBh
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(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST) contra a base dados do GenBank, que utiliza o método
heuristico para encontrar o mellsmorede alinhamentos locais entre a sequéncia submetida
banco de dados. A identificacdo foi realizada enelnde género, a partir da classificacado
taxondmica de sequéncias de linhagens bem carattas que apresentaram os valores mais
altos de similaridade com as sequéncias submetiigssequéncias foram depositadas no
GenBank e estdo disponiveis sob 0s nimeros deoaG€3495269 e GU973612-GU973859.

2. 2.1.5 Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados de isolamentoefaizada utilizando-se os dados de
frequéncia fungica (Ff snaimero de coldnias fungicas/nimero de fragmentosad® para o
isolamento de fungos endofiticos de raiz, e os slatko densidade fungica (Df mimero de
unidades formadoras de colbnia/grama de ¥gara o isolamento de fungos da rizosfera. A
analise de variancia foi realizada com o auxiligpdagramaSAS - Copyright (c) 1989-1996 by
SAS Institute Inc., Cary, NC, USApnsiderando o delineamento experimental de blocos

casualizados em esquema fatorial. Os dados deDFfferam transformados usando a formula

\JX+05 antes da analise de variancia para normalizacidalios.

2.2.1.6 Andlise de diversidade, riqueza e rarefacéo

A diversidade e a rigueza da comunidade fangicatrésstratamentos (C, TC e TH),
considerando as trés épocas de isolamento (pleatas3, 10 e 17 meses), foram quantificadas
por meio do calculo dos indices de Shannon-WielfHEy e Chaol, respectivamente. Estes
indices foram calculados utilizando o programa asegonal DOTUR (SCHLOSS;
HANDELSMAN, 2005), que também gerou os dados defagéo, considerando diferentes
niveis de similaridade entre as sequéncias de otis®s da regido ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA
dos fungos avaliados. As matrizes de similaridddieadas no programa DOTUR foram geradas
com o alinhamento das sequéncias de cada um dpssgrl posterior calculo das matrizes
aplicando as distancias de Jukes-Cantor, no pr@granfhylip  DNADist
(http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/drtagliaple.html). O programa DOTUR calculou
desta maneira a ocorréncia dos diferentes filotimssdiferentes grupos de sequéncias. Os niveis
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de similaridade para determinar os niveis taxonésitas analises foram: 100% (linhagens),
99% (espécies) e 97%-95% (géneros), embora sef@si® conhecimento que esses niveis de

similaridade podem variar consideravelmente pangds, dependendo do caso em questao.

2.2.1.7 Andlise molecular de variancia (AMOVA)

A AMOVA foi realizada para estimar a variacdo g@®entre os diferentes grupos de
comunidades fangicas avaliadas, e com isso detarmimuanto da variacdo genética pode ser
atribuida a diferenca entre as variedades de edei#o(do gendtipo), ao manejo cultural (efeito
do manejo), as diferentes épocas de coleta (efeistagio de crescimento) e a comunidade em
questéao, se fungos da rizosfera ou enddfitos de(e&ito da comunidade). A AMOVA divide a
variacdo total em trés partes: variacdo entre grupariacdo entre populacdes dentro de um
grupo e variacao dentro das populacdes. Atravéssie de permutacdo é possivel determinar a
probabilidade estatistica para cada parte da ariafs andalises foram realizadas através do
programa Arlequin versdo 3.1 (EXCOFFIER; LAVAL; SNHIDER, 2005), considerando
16.000 permutacdes e utilizando as sequéncias d& @ds isolados fungicos como dado de

entrada para o programa.

2.2.2 Resultados

2.2.2.1 Isolamento de fungos associados a cana-géeaar

O método de isolamento dependente de cultivo fmtelo para avaliar possiveis
mudancas na frequéncia (Ff) (para endofitos d@ eadensidade (Df) (para fungos da rizosfera)
de fungos filamentosos associados a duas varieddglesmna-de-acucar, uma geneticamente
modificada expressando o gene de resisténcia dncigar imazapir (IMI-1) e a sua isolinha
convencional (SP80-1842), em trés tratamentosetifes (C — variedade SP80-1842 capinada;
TC - variedade IMI-1 capinada e TH - variedade IMtonduzida com herbicida), considerando
plantas em trés estagios de crescimento (3, 10reekeés). Com esse esquema experimental foi
possivel considerar a influéncia de diferentestafe{gendétipo, trato cultural e estagio de
crescimento da planta) sobre as comunidades flmgassociadas a cana-de-agucar. A
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metodologia utilizada permitiu o isolamento de fosigendofiticos de raizes e da rizosfera
(Figura 2.2). As raizes de cana-de-agucar mostraearaltamente colonizadas por fungos
endofiticos, ja que a partir de 756 fragmentosailefoi possivel isolar 781, 659 e 796 fungos, a
partir de plantas com 3, 10 e 17 meses, respeaiv@nDe forma similar, a rizosfera dessas
plantas também se apresentou densamente colonmadé&ungos, sendo que, a partir das
diluicdes adotadas na metodologia de isolamentde{se dizer que em apenas 0,72 mg de solo
foram encontrados 328, 590 e 306 fungos cultivaeemartir da rizosfera de plantas com 3, 10 e
17 meses, respectivamente. Esses valores correspoaderca de 455 mil, 820 mil e 425 mil
fungos para cada grama de solo, respectivamente.

A analise de variancia (ANOVA) para os fatores deacédo tratamento (C, TC e TH) e
estagio de crescimento (3, 10 e 17 meses) foizestdi a partir dos dados de frequéncia e
densidade fungica e os resultados estdo listadokabela 2.2. Adicionalmente, a Figura 2.3
contém os graficos com as frequéncias e densidiEnhggcas médias observadas para cada
tratamento em cada estagio de crescimento da plasteesultados da ANOVA mostraram que,
independente da comunidade flngica avaliada (séfiemglde raiz ou fungos da rizosfera), os
tratamentos ndo induziram mudancgas significatis0(05) nas frequéncias/densidades dos
fungos associados as plantas de cana-de-aliabela 2.2A,B, Figura 2.3a,c), indicando que

Figura 2.2 — Placas de isolamento de fungos emcligif partir de fragmentos de raizasg de fungos da rizosfera
a partir de diluicbes da suspensédo de solo rizosféam tampdo PBSb), ilustrando a diversidade
morfolégica dos fungos associados a cana-de-agucar
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Tabela 2.2 - ANOVA para os fatores tratamentosoe&mle isolamento

A - Fungos Endofiticos de Raiz

Fator de variacéo (FV) GL SQ QM F P>F
Blocos 3 0,00979 0,00326 0,82 0,4963™
Tratamentos (T) 2 0,01859 0,00929 2,33 0,1189™
Estagio de crescimento (E) 2 0,03421 0,01710 4,29 0,0256 *
Interacado (T x E) 4 0,05113 0,01278 3,21 0,0305 *
Erro 24 0,09572  0,00398

Coeficiente de variagao (CV) = 5,22%

B - Fungos da Rizosfera

Fator de variacéo (FV) GL SQ QM F P>F
Blocos 3 209234 69744 1,44 0,2572™
Tratamentos (T) 2 19263 9631 0,20 0,8216™
Estagio de crescimento (E) 2 178217 89108 1,83 0,1816™
Interacéo (T x E) 4 147514 36878 0,76 0,5623™
Erro 24 1166459 48602

Coeficiente de varia¢ao (CV) = 33,59%
" - indica que ndo existe diferenga significativareros valores de F encontrados e os valores ddat&h (PEARSON;
HARTLEY, 1966).

* - indica que existe diferenca significativa emievalores de F encontrados e os valores da tBHEIEARSON; HARTLEY,
1966) ao nivel de 5% de probabilidade.

nem o genodtipo (planta transgénica ou convencionain o manejo cultural (capina ou
herbicida) promoveram efeitos significativos sorguantidade de fungos das comunidades da
rizosfera e endofitica das raizes de cana-de-agifarentemente, o estagio de crescimento das
plantas influenciou de forma significativa (P=0,62a frequéncia de fungos endofiticos de raiz
(Tabela 2.2A), sendo plantas com 17 meses > plamtas 3 meses > plantas com 10 meses
(Figura 2.3b). Curiosamente, esse efeito do estdgierescimento ndo foi observado para a
densidade da comunidade fungica da rizosfera (ByQJ@abela 2.2B, Figura 2.3d), o que pode
sugerir que o contato mais intimo dos endoéfitos @omlanta faz com que eles sejam mais
susceptiveis as mudancas fisiologicas do hospeddigm disso, a ANOVA revelou a presenca
de interacdo (P=0,0305) entre os fatores tratameegtagio de crescimento para a comunidade
endofitica de raiz, ou seja, o efeito dos difererntatamentos sobre a frequéncia de fungos
endofiticos depende do estagio de crescimentoatdayle vice-versa. Devido ao grande numero
de isolados fungicos obtidos nos isolamentos hauvecessidade de se realizar um agrupamento
prévio dos fungos de acordo com as caracteristiaa$ologicas (tipo de micélio, coloracéao,
presenca de esporos), de modo que amostras refatesen da diversidade pudessem ser

selecionadas para as analises posteriores.
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Figura 2.3 — Frequéncia de isolamento de fungosféimbs de raiz ,b) e densidade de fungos da rizosferd)(

As barras indicam os valores médios encontradoa pé&ito dentro de cada fator de variagdo:
tratamentos (€plantas convencionais conduzidas com capina, T&htgs transgénicas conduzidas
com capina e THplantas transgénicas conduzidas com herbicid&giesde crescimento (3, 10 e 17
meses). Letras iguais ndo representam diferengdfisiiva a 5% de probabilidade no teste de
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2.2.2.2 Composicéo e distribuicdo da comunidade fgita associada a cana-de-agucar

A partir da definicdo dos grupos morfologicos, wtak de 249 fungos foi selecionado,
abrangendo amostras proporcionais e representatavativersidade de cada tratamento, para
caracterizacdo via identificacdo molecular por segiamento da regido ITS1-5,8S-ITS2 do
rDNA, e avaliacdo dos efeitos do gendtipo, do naeejlo estagio de crescimento, por meio da
comparacao entre indices de diversidade, riqueda gariacdo molecular. Neste ponto vale
lembrar que a subjetividade intrinseca a sele¢asotidos fangicos a partir do agrupamento por
semelhancas morfologicas permite uma visdo geradstiatura dessas populacdes, mas nao
suporta inferéncias sobre pequenas variacdes, gxigs estdo mais sujeitas aos erros de
amostragem. A analise da similaridade entre aséseips de nucleotideos da regido ITS1-5,8S-
ITS2 do rDNA dos isolados flngicos e as sequéndiggoniveis no GenBank, via BLASTn,
permitiu a identificacdo taxondmica da maioria dadados do presente trabalho em nivel de
género. Os resultados mostraram que nas condigébadas a comunidade fungica associada a
cana-de-agucar € composta por fungos pertencenpetoamenos 35 géneros diferentes e de
alguns fungos nao identificados, cuja classifica@@@mndémica ndo foi possivel em nivel de
género (Tabela 2.3). De maneira geral, o filo Adcota predominou entre os fungos
identificados (96,0%), sendo que os filos Zigomadetucoromicotina e Basidiomicota
representaram apenas 2,4% e 1,6% da populacdocadajalrespectivamente. As classes
Eurotiomicetos (43%), Sordariomicetos (38,5%) ehidtgomicetos (7,6%) predominaram dentre
os isolados do filo Ascomicota, sendo que os gé&nenais frequentes forarRenicillium
(33,3%) Fusarium(16,9%) Aspergillus(7,2%)e Trichoderma(4,4%) (Tabela 2.3). O grupo de
fungos néo identificados incluiu 19 isolados pertgrtes ao filo Ascomicota, 3 isolados
pertencentes ao filo Zigomicota/Mucoromicotina e igolado do filo Basidiomicota. Dentre os
19 fungos néo identificados pertencentes ao filooAscota: 4 apresentaram similaridades com
membros da ordem Xilariales, um apresentou sirdd@es com membros da ordem
Capnodiales, 3 apresentaram similaridades com neanda ordem Hipocreales, 3 apresentaram
similaridades com membros da familia Herpotrichimdhe, 2 apresentaram similaridades com
membros da familia Magnaporthaceae, um apresemalarsdades com membros da familia

Montagnulaceae e 5 apresentaram similaridades &sstos mitosporicos. A distribuicdo dos
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géneros que compdem a comunidade fangica de caaeddar de acordo com os tratamentos
encontra-se listada na Tabela 2.3.

Tabela 2.3 — Classificacéo taxondémica dos 249 fesrmy@liados em nivel de género, a partir da maioilasidade
encontrada via BLASTn, e distribuigio dos mesmosaderdo com local de isolamento (raiz ou
rizosfera), idade da planta (3, 10 ou 17 mesestamento (C, TC, TH)

Endofitos de Raiz Fungos da rizosfera
Geénero*! 3 meses| 10 meses 17 meses 3 meses 10 meses 17 |meses Total %
C T T[c T Tlc T T|Tol[cT T{c T Tlc T T]Total| 98
C H C H C H C H C H C H
Acephala 0O 0 01 01 00O 2 0O0OO0OO0OO0OO0ODTUO0OTUO0OTGO0OSTUO 2 0,80
Acremonium 0O 0 0O0OOOOO OO OOOOOOT1Z1O0TUO 1 1 0,40
Alternaria 0O 01 0 0O0OO OO 1 O0OOOUOOOT OTU OU O O 1 0,40
Aspergillus 0O 01 0 0 0O3 20 6 002111 1 51 12 18 7,23
Bionectria 0O 0 0O OO 0 01 0 1 200 0 00 O1 0 3 4 1,61
Chaetomium 0 101 0 0O O 01 3 000 201 10 0 4 7 2,81
Chaetosphaeria 0O 0 01 00 O O O 1 O0OO0OO0OI1O0O0UO0O0O0 1 2 0,80
Cladophialophora 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O O OO O OO O 001 1 1 0,40
Cladosporium 0O 0 0OOOOOO OO 0310O0OO0TUO0T1O0 5 5 2,01
Colletotrichum 0O 0 0OOOOOO OO O0OO1 O0OO0OTO0OTUO0OTGO 1 1 0,40
Cunninghamella 0 0 0 0 O O O O O O 102 000 O OO 3 3 1,20
Curvularia 0O 0 0OOOOOO OO O1O0O0OOO0OTUO0OTUOTG O 1 1 0,40
Diaporthe 0O 01 00 0O1 0O 2 0O0OO0OO0OO0OO0ODTUO0OZ20 2 4 1,61
Dokmaia 0O 01 0 00O OO 1 01010010 0 3 4 1,61
Epicoccum 3 20 0 0 01 0 1 7 101 0 00 O O 0 2 9 3,61
Exophiala 0O 0 0OOOOOO OO OOOTUOOZ1O0O0O0 1 1 0,40
Fusarium 4 4 8 3 4 4 3 3 1 34 122 001 0 02 8 42 16,9
Mariannaea 0O 0 0OOOOOO OO OOOUOOOTZ11To00 1 1 0,40
Microdochium 0O 0 01 1200 00 2 0O0OO0OO0OO0OL1IO0OO0OO0 1 3 1,20
Myrmecridium 0O 0 0O0OO OOO OO OOOUOOOTZ11To00 1 1 0,40
Myrothecium 0O 0 0O OO 0 01 0 1 000 O OO O OO O 1 0,40
Nigrospora 0O 0 0 02 0 010 3 000 O0OO0OO0OOOTUO O 3 1,20
Paecilomyces 0O 0 0O0OOOOO OO O1O0O0OO0OO0TUO0OTUOTG O 1 1 0,40
Paraphaeosphaeria0 0 0 0 0 0 0 0 0O O O O1 O OO O O O 1 1 0,40
Penicillium 2 56 8 2 5 15 3 37 33 117 4 6 5 5 46 83 333
Phoma 0O 0 0OOOOOOOO OOOUOOOTZ11To00 1 1 0,40
Phomopsis 0O 0 0O OO 0 01 0 1 000 O OO O O O O 1 0,40
Pyricularia 0O 0 OO0 OO O O0TUPDO 100 0 00O O 0 0 1 1 0,40
Resinicium O 0o 0O00OO O21 10 2 0O0OO0OO0OO0OO0DO0OTI1IO0 1 3 1,20
Saccharicola 0O 0 001 O0O0OO0OO 1 O0OOOUOOOTU OTU OU OO 1 0,40
Sagenomella 0O 0 0O OO OO O OTPO 100 0 00O O 0 0 1 1 0,40
Scolecobasidum 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O O0O0O1 2 20 O O O 3 3 1,20
Thielavia 2 0 0 0OO OOO 0O 2 0O0OO0OO0OO0OO0DUO0OTUO0OTGO O 2 0,80
Thozetella 0O 0o 0O00O1O0O0O1O0 2 0O0O0OO0OO0OO0DUO0OTUO0OTGOTUO 2 0,80
Trichoderma 0 1. 0 01 0 2 2 O 6 020 0 O0O0 1 1 1 5 11 4,42
N&o identificadd 1 1 0 0 1 0 2 0 2 7 2 10 2 13 4 30 16 23 9,24

T Nos casos em que ambas as fases sexuais forantredes (sexual e assexual), elas foram agrupadistagem da tabela e o
género indicado sempre foi aquele referente adssexual;

2 N&o identificado— agrupamento dos isolados faingicos cuja classéizaaxonémica em nivel de género nao foi pospivefalta
de similaridade com as sequéncias disponiveis mcobde dados do GenBank.
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2.2.2.2.1 Rarefacao, diversidade e riqueza das pdpgdes fungicas

O calculo da rarefacdo e dos indices de diversig&tiannon-Wienner H’) e riqueza
(Chaol) das diferentes populacdes de fungos adsscia cana-de-aclcar foi realizado pelo
programa DOTUR, que utilizou as sequéncias da oefi®1-5,8S-1TS2 do rDNA de 228
isolados (sequéncias de alta qualidade), agrupdelascordo com a fonte de variacdo a ser
avaliada (tratamentos ou idade da planta). Os lc&ldoram realizados considerando-se quatro
niveis de similaridade entres as sequéncias (189%, 97% e 95%), em busca de correlacdo
com os niveis taxonémicos (linhagem, espécie erggne

As curvas de rarefagdo foram construidas com etiebjde verificar se a amostragem
populacional adotada no presente trabalho pernsitessar a diversidade das populacdes
estudadas. De maneira geral, a andlise das cuevaarefacdo para os diferentes grupos de
sequéncias (“populacdes”) revelou que a amostragpotada foi suficiente para representar a
diversidade das populacdes fungicas pelo menosiness de similaridade de 95% e 97%, que
podem ser consideradas representativas do niveidaxco de géneros (Figura 2.4). Isso porque
essas curvas comecaram a estabilizar, aproximande-sssintota horizontal, indicando que a
amostragem adotada esta proxima da amostragem aaliegintretanto, apenas para as
populacdes de fungos de plantas com 10 meses &ydb) e fungos isolados de plantas do
tratamento TC (Figura 2.4e) a estabilizacdo dagasude rarefacdo também pdde ser observada
para 99% de similaridade. Com isso, as comparag@egsliversidade e riqueza entre as
populacdes serdo feitas baseadas apenas nas idowiésr de 95% e 97%, visando evitar
conclusdes equivocadas, ja que a amostragem adotddauficiente para acessar a diversidade
nas similaridades mais altas.

Os valores dos indices de diversidade (Shannon+Wigre de riqueza (Chaol) para as
diferentes populacdes de fungos associados a eaagudar estdo listados na Tabela 2.4, de
acordo com a similaridade adotada para os calc@sgesultados mostraram que 0 estagio de
crescimento das plantas influencia a diversidadeigueza da comunidade de fungos associadas
a cana-de-acucar, visto que foi observado que gdadie cana-de-acucar aos 17 meses
apresentaram os maiores indices de diversidadpueza, seguidas por plantas com 3 meses e,
por ultimo, plantas com 10 meses. A diferenca eosréndices foi significativa tanto a 95%
quanto para 97% de similaridade entre sequéncias,apenas para a comparagao entre plantas
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com 17 e 10 meses (Tabela 2.4). Diferentementefai@dpservada diferenca significativa entre
os tratamentos (C, TC e TH) quanto aos indicesw#gsidade e riqueza das populacdes, embora
pareca que existe uma tendéncia de plantas tranagéconduzidas com capina (TC)

apresentarem um menor indice de diversidade ezaque
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Figura 2.4 - Analise de rarefacdo mostrando o narasperado de filotipos componentes das difergrutpslacées
fingicas, para os niveis de 100%, 99%, 97% e 95%miéaridade entre as sequéncias. Populacao de
fungos isolados de plantas em diferentes estagiogabscimento:a) 3 meses,k) 10 meses ec) 17
meses e de diferentes tratamental: @ - plantas convencionais conduzidas com caggalC —
plantas transgénicas conduzidas com capiria BH — plantas transgénicas conduzidas com heghicid
As analises sdo baseadas em sequéncias parciaegida ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA dos isolados
fingicos
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Tabela 2.4 - indices de diversidade (Shannon-Wjeaeriqueza (Chaol) obtidos a partir da anlise das
sequéncias da regido 1TS1-5,8S-ITS2 do rDNA dopagule isolados fungicos correspondentes
aos diferentes tratamentos

indices Grupp dg Similaridade considerada
sequéncias 100% 99% 97% 95%
3 meses 3,53¢0,22) 3,38£0,23) 3,17£0,24) 3,10£0,23)
10 meses 3,30£0,20) 3,11£0,21) 2,75£0,28) 2,61£0,28)
Diversidade® 17 meses 3,820,18) 3,69£0,19) 3,48£0,19) 3,39£0,19)
(Shannon-Wiener) C 3,69¢0,21) 3,45£0,26) 3,28£0,25) 3,18£0,24)
TC 3,64(0,19) 3,40£0,21) 3,16£0,22) 3,09£0,22)
TH 3,67(0,23) 3,51£0,24) 3,34£0,25) 3,28£0,26)
3 meses 84(60-148) 73(53-130) 68(46-130) 47(36-80)
10 meses 52(41-86) 39(32-62) 37(30-63) 29(25-46)
Riqueza® 17 meses 105(75-176) 107(73-195) 97(56-147) 57(47-94)
(Chaol) C 189(106-395) 180(97-399) 88(59-166) 69(48-126)
TC 75(57-122) 68(50-118) 59(42-109) 49(37-86)
TH 213(113-474) 125(75-248) 133(74-295) 101(61-211)

T Valores para intervalo com 95% de confidénciaagitesentados entre parénteses.
C - plantas convencionais conduzidas com capina-Tflantas transgénicas conduzidas com capina e Thantas
transgénicas conduzidas com herbicida.

2.2.2.2.2 Andlise de variancia molecular (AMOVA)

A partir da AMOVA foi possivel determinar, com patlilidades estatisticas definidas, o
quanto da variacdo genética da comunidade fungsaceada a cana-de-acucar € devida a
variedade de cana (efeito do gendétipo), ao manejaral (efeito do manejo), a época de coleta
(efeito do estagio de crescimento) e a comunidadgida em questéo (se fungos da rizosfera ou
endofitos de raiz - efeito da comunidade). Os tadobk das analises estao listados na Tabela 2.5.
A interpretacdo dos dados mostrou que o gendtipplatda, o manejo cultural e a comunidade
fungica ndo impuseram efeitos significativos (P5),0a variacdo genética entre as populacdes
de fungos associadas a plantas de cana-de-aclatzelT2.5). Entretanto, foi observado que o
estagio de crescimento da planta foi responsaveldgerencas significativas nas variacdes
genéticas, contribuindo com 3,3% da variacao {®aD,0035) (Tabela 2.5). Esta variacdo esta
ligada principalmente a comunidade de fungos etidodi de raiz (3,21%, P=0,0079), uma vez
que 0s outros grupos nao apresentaram variacoegicsigvas (P>0,05) (Tabela 2.5). Esses
dados indicam que a idade da planta deve influerd@aforma determinante a dinamica da

comunidade fungica endofitica de raiz, mas nadwugos da rizosfera.
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Tabela 2.5 — Andlise de variancia molecular (AMOVp@gra as diferentes populagdes de fungos do peesent
trabalho, de acordo com o efeito avaliado

Efeito Grupo fangico % variacdo®  valor de P?
Amostra total -0,61 0,7019*
Plantas com 3 meses 0,00 0,6673
Gendtipo da planta  Plantas com 10 meses -4,76 1,0000
(Cvs.TC) Plantas com 17 meses -0,71 1,0000
Endofitos de raiz -1,16 0,7972*
Fungos da rizosfera -1,68 0,6976"*
Amostra total 2,88 0,3041*
Plantas com 3 meses 8,65 0,339%4
Manejo cultural Plantas com 10 meses 6,78 0,3301
(TC vs.TH) Plantas com 17 meses 1,08 0,6706
Endofitos de raiz 0,56 0,2052"*
Fungos da rizosfera -2,85 1,0000"*
Amostra total 3,30 0,0035
Estagio de crescimento Plantas convencionais (C) 3,40 0,1323
da planta Plantas transgénicas conduzidas com capina (TC) 078 0,1299"*
(3 mesews. 10 meses Plantas transgénicas conduzidas com herbicida (TH) -0,05 0,5971*
vs.17 meses) Enddfitos de raiz 3,21 0,0079
Fungos da rizosfera 2,71 0,0731*
Amostra total 1,76 0,0971*
Plantas convencionais (C) -0,04 0,3971
Comunidade fungica  Plantas transgénicas conduzidas com capina (TC) 0 0,6 0,3023"*
(enddfitos de raizvs.  Plantas transgénicas conduzidas com herbicida (TH) 0,68 0,2988*
fungos da rizosfera)  Plantas com 3 meses 1,24 0,2033
Plantas com 10 meses 2,46 0,29%3
Plantas com 17 meses 1,36 0,2002

TPorcentagem de variacéo entre os grupos analisados;
2p _ probabilidade de existéncia de um component@adacdo maior que o observado para o valor deéndi fixacéo;
" — valores n&o significativos ao nivel de 5% déphilidade.

2.2.3 Discussao

O plantio de plantas geneticamente modificadasaagndm assunto bastante controverso
em funcédo do efeito indireto que elas podem aptasenbre a composicao e funcionalidade do
ecossistema (DUNFIELD; GERMIDA, 2004). Nesse cemamuma preocupacdo que vem
ganhando consideravel importancia € o possiveloef#ds compostos antimicrobianos néo
apenas em organismos patogénicos, mas também emisongs nao alvo, como micorrizas,
rizobios e outros envolvidos na protecdo da pladeomposicao, solubilizacdo de fosfato,
promocao de crescimento etc. Considerando, ergamrdribuicdes dos microrganismos para as
plantas, e também que qualquer efeito que as P@igam sobre essas comunidades pode ter
como consequéncias tanto efeitos negativos comitiyassno crescimento e salde da planta, a
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finalidade do presente estudo foi determinar pessiefeitos do cultivo de cana-de-aguUcar
geneticamente modificada sobre a comunidade deofudg rizosfera e endofiticos de raiz,
levando em consideracdo as influéncias de outtosel como o trato cultural (herbicida ou
capina) e o estagio de crescimento das plantd®(@u 17 meses).

As plantas de cana-de-acucar transgénicas pamsisténcia ao herbicida imazapir
(IMI-1) avaliadas no presente trabalho carregam wmastrucdo plasmidial que possui um
variante do genAHASde trigo e um promotor da ubiquinona da cana-deaag A presenca do
plasmidio com o gene de resisténcia de trigo perque plantas de cana-de-acucar sobrevivam
na presenca do herbicida imazapir. E sabido querbidida imazapir inibe a enzim®HAS
responsavel pela sintese dos aminoacidos esseisnbscina, leucina e valina. Essa enzima
encontra-se presente em bactérias, fungos e plapessentando sequéncias de aminoacidos
muito similares, fato que sugere a presenca dengastral comum para ela nos trés grupos de
organismos (PANG; DUGGLEBY, 1999). A alta similat entre as enzimas destes grupos
pode permitir a acdo do herbicida sobre outrosrmsgas que ndo somente as plantas daninhas,
dai a importancia de considerar ndo s6 os efeddsatisgenia, mas também do manejo cultural
sobre os fungos associados a cana-de-acgucar. Eadbare trabalhos tenham relatado efeitos de
herbicidas derivados de imidazolinonas sobre ngemwismos (PERUCCI et al., 2000; SEABY;
SCHAIBLE, 2000; STUART, 2006; STUART et al., 20M\YSS et al., 2004) e outros tenham
descrito alteracbes nas comunidades fungicas aatvimthb cultivo de plantas transgénicas
(CASTALDINI et al., 2005; GOTZ et al., 2006; TATLGULLU; OZDEMIR, 2004; STUART,
2006; STUART et al., 2010; TURRINI et al., 2004; W& al., 2006), os resultados obtidos no
presente trabalho (dados de frequéncia/densidaadigich] diversidade, riqueza e AMOVA)
revelaram que nem o gendtipo (plantas convencianplantas transgénicas) nem o trato cultural
(capina e herbicida) induziram alteracdes sigriffeda na comunidade fangica associada as
plantas de cana-de-acucar. Curiosamente, entret@ntart et al. (2010), utilizando o mesmo
experimento deste trabalho porém considerando ape@rsa dois primeiros estagios de
desenvolvimento da planta (3 e 10 meses), obsafeos da aplicagdo do herbicida imazapir e
da utilizacdo da variedade transgénica IMI-1 deagdgracucar sobre a comunidade de fungos
endofiticos de folhas. Esses autores relataramogoranejo com herbicida levou a alteracdes
rapidas e transientes na comunidade fangica awealiadquanto que o cultivo da variedade
transgénica promoveu mudancas lentas e mais pergist (STUART et al,, 2010). Essa
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diferenca entre os resultados obtidos neste tralmlmo de Stuart et al. (2010) pode estar ligada
ao fato de que as comunidades fungicas avaliadas fsoladas de diferentes partes da planta,
isto é, de folha no caso do trabalho de Stuart. €2@10) e de raizes e rizosfera neste trabalho,
sugerindo que os efeitos do trato cultural e dageo da planta devem ser dependentes do tipo
de comunidade fungica avaliada.

A auséncia de efeitos significativos do herbicidauede plantas transgénicas em
comunidades fungicas, observada neste estudo,rébooada por outros trabalhos, os quais
também descrevem este tipo de resultado (GIRLANDAlg 2008; MILLING et al., 2004;
O'CALLAGHAN et al., 2004; STEFANI; BERUBE, 2006; WPRUD et al., 2006). Por
exemplo, num estudo semelhante ao do presentelhinabas efeitos de plantas de milho
transgénicas resistentes ao herbicida glifosata eplicacdo desse herbicida foram avaliados
sobre bactérias denitrificantes e fungos da rizast os resultados mostraram que nenhum dos
fatores avaliados (gendétipo e herbicida) afetarasa® comunidades microbianas (HART et al.,
2009). Inclusive, os efeitos da modificacdo gemét@o tdo pequenos quando comparados aos de
outros fatores, que até mesmo diferencas entredzaies podem ser maiores que aqueles
observado entre plantas convencional e geneticemmantificadas (PASONEN et al., 2009;
POWELL et al., 2007; WEINERT et al., 2009). O motipelo qual muitos trabalhos néao
detectam efeitos do cultivo de PGMs sobre comumisiagicrobianas pode estar ligado ao fato de
gue apenas uma pequena por¢cao dessas comunidadesedealterada e, frequentemente, outros
fatores como estagio de crescimento e manejo a@résercem influéncias mais significativas
sobre toda a comunidade, o que dificulta a percededpequenas alteracdes advindas do efeito
da transgenia.

Diferentemente do que aconteceu com a comunidamgchi sob efeito do genétipo e do
manejo cultural, quando foi considerado o efeitcedt@gio de crescimento das plantas (3, 10 e
17 meses) foi possivel verificar alteracfes sigaiivas, tanto na frequéncia de fungos isolados
do interior das raizes (endofiticos), como noscieglde diversidade e riqueza das populacfes de
fungos endofiticos. Adicionalmente, a AMOVA mostrdaramente que somente o estagio de
crescimento das plantas foi determinador de vaemcdenéticas significativas entre as
populacdes fungicas, especificamente para os fusrgsfiticos de raiz. Este efeito do estagio de
crescimento das plantas de cana-de-acglcar solbraunade de fungos endofiticos também foi
observada no trabalho de Stuart et al. (2010) agatou a comunidade de fungos endofiticos de
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folhas de plantas de cana-de-acucar aos 3 e 1Gseepartir do mesmo experimento utilizado
neste trabalho. De fato, o estagio de crescimenat® mlantas ja foi relatado como fator
determinante da estrutura de comunidades micrabi@amavarios estudos, até mesmo superando
qualquer efeito advindo de plantas transgénicasS(RAE et al., 2006b; SESSITSCH et al.,
2004; TAN et al., 2009; VAN OVERBEEK; VAN ELSAS, @8). O estudo de Mendes (2008),
que também foi realizado a partir do experimenitizatlo no presente trabalho, avaliou os
efeitos do gendtipo, manejo cultural e idade datpl@obre comunidades fungicas da rizosfera
com o uso da PCR-DGGE, com o objetivo de acessafats também sobre fungos nao
cultivaveis. O dendrograma gerado mostrou que ocipal fator que contribuiu para o
agrupamento dos perfis foi a idade das plantaslosgue os tratamentos avaliados ndo afetaram
o perfil de bandas dessas populacdes, sugerindongoe 0 genétipo nem o trato cultural
induziram efeitos nos fungos da rizosfera (MENDE®)8). Entretanto, no presente trabalho o
efeito do estagio de crescimento ndo foi observadaomunidade de fungos da rizosfera para
nenhum dos parametros avaliados (densidade fungloeersidade, rigueza e variancia
molecular), possivelmente porque os efeitos podetar eocorrendo especificamente sobre
algum(s) fungo(s) nao cultivavel(s). De maneiraafjdica claro que o efeito da idade da planta
sobre comunidades fungicas é mais evidente do gumuwos fatores, contudo, ele parece ser
bastante complexo, pois pode depender também deasofibntes de variacdo, como a
sazonalidade, a espécie vegetal estudada e odipondunidade considerada.

De maneira geral, os resultados do presente esndicam que a cana-de-acucar
geneticamente modificada expressando gene deéressto herbicida imazapir e a conducéo da
cultura com aplicacédo de herbicida nao induzirateratbes significativas na diversidade e
estrutura das comunidades de fungos da rizosfenal@fiticos de raiz. O Unico fator de variagao
avaliado que determinou as caracteristicas da cdedm fungica associada a cana-de-acucar foi
0 estagio de crescimento das plantas, sendo gse, efeito s6 foi significativo para a
comunidade endofitica de raiz, e ndo para os fudgo&zosfera, indicando que a idade da planta
deve ser um fator determinante da dindmica da cwade de fungos endofiticos de cana-de-
acucar. Entretanto, vale lembrar que parte dasg@es observadas podem ter ocorrido a partir
de fatores ndo considerados no estudo, ja que ¢daues microbianas associadas as plantas
podem sofrer efeitos de inUmeras fontes de varjdgatcas ou abidticas. Com isso, fica claro
que os efeitos da modificacdo genética, se exedema maioria das vezes sdo menores que
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aqueles causados por fontes naturais de variacgog dificilmente sdo passiveis de serem
detectados.
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3 DIVERSIDADE DE FUNGOSASSOCIADOSA CANA-DE-ACUCAR

Resumo

Fungos associados as plantas desempenham divarsgsed bioldgicas e constituem
potenciais reservatorios de compostos quimicos movas propriedades, bem como atividades
bioldgicas e processos biotecnoldgicos pouco eagtm. A diversidade estimada para esses
microrganismos € imensa, porém menos de 7 % daxiespé conhecida. Assim, 0 presente
trabalho teve como objetivo acessar a diversidadeothunidade de fungos associados a cana-
de-acucar presente em dois locais diferentesjontgas raizes (endofitos) e rizosfera, e avaliar a
possivel presenca de correlacdo entre a composigdcomunidade fungica e os locais de
isolamento avaliados. Para tal, 249 isolados firsgidoram identificados a partir do
sequenciamento da regido ITS1-5,8S-ITS2 do rDNApparacdo das suas sequéncias de
nucleotideos com sequéncias conhecidas disponivedenBank, via BLASTn, e confirmacao
pelo agrupamento em filogramas. Os indices de sldedle de Shannon-Wienner e de riqueza de
Chaol foram calculados, e a presenca de espeadieido local de isolamento foi verificada a
partir do célculo do coeficiente de similaridadeldecard e da analise de componentes principais
(PCA). Os resultados mostraram que os 249 fungasiades foram representados por pelo
menos 35 géneros diferentes, além de alguns quepuderam ser identificados nesse nivel
taxondémico. O filo Ascomicota predominou entre wsgos identificados (96,0%), sendo que o0s
filos Zigomicota/Mucoromicotina e Basidiomicota repentaram apenas 2,4% e 1,6% da
populacdo avaliada, respectivamente. Os géneros fMeguentes representaram 65,4% da
comunidade, e incluiramPenicillium (33,3%) Fusarium (16,9%) Aspergillus (7,2%),
Trichoderma(4,4%) eEpicoccum(3,6%), enquanto que outros géneros foram obsesvado
frequéncias baixas (<2,8%), sendo 16 dedgsesentados por apenas um isolado. Esses dados
evidenciam a principal caracteristica da comunidadgica associada a cana-de-acglcar, em que
um grande numero de fungos esta presente e podeotmio, mas que ela € composta por
poucos géneros com muitos representantes (altaiéine@) e muitos géneros com poucos
representantes (baixa frequéncia). As curvas defa@io mostraram que a amostragem
populacional adotada no presente trabalho permitassar a diversidade da comunidade flngica
associada a cana-de-acucar considerando-se os divesimilaridade de 95% e 97% entre as
sequéncias de nucleotideos, sendo que os indicds/elsidade e rigueza obtidos para esses
niveis de similaridade foram altod’(g50=3,53; H’ (9706=3,64; Cha0Xes0,=98; Chaoke70,=134),
indicando que a comunidade de fungos associadaaizss de cana-de-acUcar (endofitos e
micobiota da rizosfera) abriga grande diversidadgueza de fungos. Além disso, as micobiotas
endofitica e da rizosfera apresentaram diferengadiversidade, composi¢do e frequéncia de
ocorréncia de géneros fungicos, indicando a existée especificidade ao local de isolamento
(raiz ou rizosfera). Esse é o primeiro trabalhoodrendo a identificacdo molecular de um grande
namero de isolados e descricdo da diversidade migoduna cultura da cana-de-acucar. Além
disso, os resultados revelaram que cana-de-agUceseévatorio de uma grande diversidade
fungica, a qual deve ser extensivamente investigaddusca da compreensao do papel dessas
espécies fungicas durante a interacdo com a péadtaexploracdo do potencial biotecnoldgico
como produtores de enzimas e metabdlitos secusdario

Palavras-chave: Diversidade; Fungos; Enddfitos;oftera; Cana-de-acucar; ldentificacao
molecular
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3 DIVERSITY OF FUNGI ASSOCIATED TO SUGAR CANE

Abstract

Plant-associated fungi perform several biologieaictions and are considered a vast
source of novel chemical compounds, biologicalvitats and underexplored biotechnological
processes. The estimated diversity for these migesosms is massive, but less than 7% of the
species are already known. The current work aimeaissess the diversity of sugarcane fungal
community isolated from two different places, thaer tissue of plant roots (endophytes) and the
rhizosphere, and further check if there is anyalation between the fungal community features
and the place of isolation considered. For thad, fedhgal isolates were identified by ITS1-5.8S-
ITS2 rDNA sequencing, using the BLASTn tool to cargtheir nucleotide sequence to known
sequences deposited on GenBank and further confirmith phylogenetic clustering analysis.
Then, the indexes of diversity (Shannon-Wienne anhness (Chaol) were calculated, and
place specificity was verified by estimating Jadcaimilarity coefficient and performing
principal components analysis (PCA). The resultsasdd that the 249 fungal isolates evaluated
were represented by at least 35 different gen@sides some non-identified at genus level. The
Ascomicota phylum predominated among the identifiathgi (96.0%), whereas the
Zygomycota/Mucoromycotina and Basidiomycota Phglaresented only 2.4% and 1.6% of the
population, respectively. The most frequent genac@ounted for 65.4% of the whole
community, and includedPenicillium (33.3%) Fusarium (16.9%) Aspergillus (7.2%),
Trichoderma (4.4%) andEpicoccum (3.6%), whereas the other genera were found in low
frequencies (<2.8%), where 16 of them were reptesdeny only one fungal isolate. These data
clearly demonstrate the main feature of the sugaréangal community, the fact that a massive
amount of fungi is present and can be isolated, itsutomposition comprises a few genera
greatly represented (high frequency) and severakrgepoorly represented (low frequency).
Rarefaction curves showed that samples used incuihent work allowed the estimative of
sugarcane fungal community diversity consideringlentide sequence similarities of 95% and
97%, in which high values of the diversity and tltiness indexes were obtainéd! §s,=3.53;

H’ (9706=3.64; Chaokes0,=98; Chaolere=134), indicating that the fungal community asststia

to sugarcane roots (endophytes and rhizospherefloggohosts a huge diversity and richness of
fungi. In addition, the endophyte and rhizosphegeaflora had differences related to diversity,
composition and genera occurrence, suggesting flaae of isolation (root or rhizosphere)
specificity is present. To the best of our knowlkedtne current work is the first one to perform
the molecular identification of a vast number ofidal isolates and to assess sugarcane fungal
diversity. Moreover, the results revealed sugarasea rich source of fungal diversity, which
must be further investigated for unveiling the rofethese species during the interaction with
plants and also to explore the biotechnologicakpiil as enzymes and secondary metabolites
producers.

Keywords: Diversity; Fungi; Endophytes; Rhizosph&wegarcane; Molecular identification
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3.1 Introducgéo

O numero estimado de espécies fungicas descréas momento € de aproximadamente
100.000, o que representa menos de 7% da diveesidad estimada (HAWKSWORTH, 2004).
Célculos iniciais a respeito do numero total deteigs fungicas consideraram a proporcao de 5,7
espécies fungicas para cada espécie vegetal, ged@zcerca de 1,5 milhdes de espécies
fungicas (HAWKSWORTH, 1991). Entretanto, considei@se a alta diversidade associada as
regides tropicais e a presenca de fungos enddjtalguns autores propuseram a proporcéo de
33 espécies flngicas para cada espécie vegetdizaoo cerca de 8,25 milhdes de espécies
fangicas (ARNOLD et al., 2000; FROHLICH; HYDE, 199®9m grande niimero dessas espécies
fungicas vive associada aos vegetais, seja nafgupeno interior dos tecidos ou na rizosfera,
estabelecendo interacdes que podem variar do namaaho parasitismo. Embora muitos fungos
sejam conhecidos por causar doencas em plantasnifestacdo de doenca € mais uma excegao
do que uma regra, ou seja, grande parte das ibega@turais entre fungos e plantas nao leva ao
desenvolvimento de sintomas de doenca (AGRIOS, )198Ifas, acredita-se que todas as
espécies de plantas que vivem em ecossistemasisagstabelecem algum tipo de associacao
simbidtica com fungos (RODRIGUEZ et al., 2009).

Fungos que formam simbioses com plantas podem pstaentes na rizosfera, nas
superficies vegetais (epifitos) e no interior dmsdos (enddfitos). A rizosfera, solo influenciado
pelas raizes das plantas e seus exsudados, abegsoeaiacdo simbiotica fungo-planta mais
comum na natureza, as micorrizas, presentes emdad@®% das plantas terrestres (SELOSSE;
TACON, 1998). O termo micorriza é empregado pareefair as associagdes mutualisticas que
ocorrem entre fungos de solo e raizes de plantaie a planta se beneficia do fornecimento de
agua e minerais coletados pelo fungo e, em contrd@ao fungo recebe carbono derivado da
fotossintese realizada pela planta (SMITH; READ97)9 Além dos fungos micorrizicos, a
rizosfera também abriga outros fungos benéficoplastas, os quais contribuem de diferentes
maneiras, em geral sinergisticas, para a protegdicdo e desenvolvimento das mesmas.
Entretanto, os beneficios desses fungos foram hectoios ha muito menos tempo que os das
micorrizas, e por isso muito menos se conhece soberacio desses fungos com as plantas. E
sabido, por exemplo, que alguns fungos da rizos@oacapazes de degradar compostos toxicos,

como xenobibticos e moléculas aromaticas, constituimportantes componentes do sistema
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gue permitem a sobrevivéncia das plantas em saotaminados (HARVEY et al., 2002).
Outros fungos, comBusarium oxysporumgpresentam linhagens nao patogénicas que possuem
efeito supressivo nas linhagens patogénicas (FRAV@ELIVAIN; ALABOUVETTE, 2003).
Alids, uma grande variedade de fungos de solo @zcae atuar como agente de controle
bioldgico de fitopatégenos, sendo que fungos doeéiirichoderma apresentam grande
destaque nessa fungcéo (WHIPPS; LUMSDEN, 2001).

A presenca de fungos no interior dos tecidos veg&mbém pode ser benéfica a planta,
sendo que associacfes simbidticas entre fungoditroo® e plantas tém sido extensivamente
descritas na literatura. Por definicdo, microrgawais endofiticos sdo todos aqueles cultivaveis ou
nao, que habitam o interior dos tecidos vegetais cgusar danos ao hospedeiro (AZEVEDO,;
ARAUJO, 2007), e que podem ou ndo desenvolver tashisi externas a planta, denominados
Tipo Il e Tipo |, respectivamente (MENDES; AZEVED@0QQ7). A grande diferenca entre os
fungos endofiticos do Tipo | e as micorrizas (Tihoé o fato de que os primeiros residem
completamente dentro do tecido vegetal (como raizasles e folhas), enquanto que nas
micorrizas 0s fungos micorrizicos colonizam o iledas raizes e crescem para a rizosfera.
Fungos endofiticos do Tipo | tém sido isolados ipaatente de todas as espécies de plantas
estudadas (AZEVEDO; ARAUJO, 2007), onde eles podstabelecer relagdes mutualisticas e
com isso conferir diferentes beneficios para aoperdnce das plantas, como a tolerancia a
herbivoria, as altas temperaturas, a salinidagat@enos e a seca, além do aumento no acumulo
de biomassa de raizes e parte aérea (ARNOLD eR@03; BACON; HILL, 1996; CLAY;
HOLAH, 1999; MARQUEZ et al., 2007; REDMAN; DUNIGAN;RODRIGUEZ, 2001;
REDMAN et al.,, 2002; SAHAY; VARMA, 1999; WALLER etl., 2005). A maioria dos
trabalhos com fungos endofiticos do Tipo | foi izdo a partir de plantas de clima temperado,
sendo que apenas recentemente os estudos tém feoadendodfitos de plantas tropicais.
Atualmente, esses endofitos tém ganhado grandexqiest ja que eles constituem fontes
promissoras de efeitos benéficos as plantas e wdesnmetabdlitos ou processos biotecnoldgicos
(AZEVEDO; ARAUJO, 2007).

A cultura da cana-de-agucar vem ocupando um lugaedtaque na economia brasileira,
com uma area plantada superior ao territorio deaanipaises europeus. Atualmente, a cultura
ocupa 8,1 milhdes de hectares, apresentando urimemm médio de 80,3 t.H{IBGE, 2009),
sendo a sua importancia fundamentada na producéocarajra, responsavel por grandes
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movimentacgfes financeiras relacionadas e exportagdwa producdo de alcool combustivel
devido a grande procura por fontes de energianaltiea aos combustiveis derivados de petréleo.
Apesar da relevancia dessa cultura para o Brasih enomento muito pouco foi avaliado sobre a
interacdo entre fungos benéficos e cana-de-acacpouco se conhece sobre as comunidades
fungicas associadas a essa cultura e o potendaéslenicrorganismos no controle biolégico e
promocdo de crescimento da planta. Até o momergenas trés trabalhos disponiveis na
literatura relataram o estudo de fungos filamergamadofiticos em cana-de-agucar (STUART,
2006; STUART et al., 2010; VON MUHLEN; SILVA, 2005) outros quatro fungos
filamentosos da rizosfera (ABDEL-RAHIM; BAGHADADIABDALLA, 1983; EL-AMIN;
SAADABI, 2007; EL AMIN; ABDALLA, 1980; MENDES, 2008 Por exemplo, a populacdo de
fungos endofiticos presentes em folhas de canaigleaa convencional e geneticamente
modificada (expressando gene de resisténcia aaciuerimazapir) foi avaliada por meio de
métodos dependente e independente de cultivo (STTUAZR06; STUART et al.,, 2010). Os
resultados obtidos pelo método dependente de cutibstraram que a comunidade de enddfitos
possui grande diversidade e foi representada pdarbilias do filo Ascomicota, que incluiram
fungos dos génerofAmpelomyces, Aspergillus, Cladosporju@ochliobolus, Epicoccum
Fusarium Guignardig Leptosphaeria, Paecilomyces, Pestalotiogskylaria (STUART, 2006;
STUART et al., 2010). A analise independente déwvaylcom base no gene 18S, identificou a
presenca de géneros relacionados as familias gistitzeae e Filobasidiaceae, e as ordens
Sporidiobolales e Tremellales, todos pertencerddgaBasidiomicota (STUART, 2006).
Atualmente, o uso de técnicas moleculares temitiabil analises nas mais diversas areas,
incluindo a taxonémica. Um dos grupos de genes ntdizados para estudos taxondmicos e de
variabilidade genética em fungos € o que codificRMA ribossdmico. A maior razdo da
popularidade do rDNA para analises filogenéticasi@€ este € um gene de multiplas copias, que
nao codifica proteinas, muito conservado e presemeodos 0s organismos, servindo como
referéncia para estudos de divergéncia evolutivgyeeé considerado, muitas vezes, como um
gene de locus simples (GUARRO; GENE; STCHIGEL, 19@99rDNA apresenta-se como um
grupo génico composto pelos genes 18S, 5,8S e @5R8tre estes genes encontram-se as
regides variaveis ITS1 e ITS2, as quais sao traasoe processadas para dar origem ao RNA
ribossémico (FUNGARO, 2000). Comparacdes das setpgme rDNA 16S e 18S (também
chamadas de subunidades menores [SSU]) tem pesraitEssar as relacdes filogenéticas entre a
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maioria dos grupos de organismos (WOESE; KANDLERHBEELIS, 1990). No presente
trabalho, a classificacdo taxondmica e as relafjffogenéticas dos fungos associados as plantas
de cana-de-acucar foram determinadas a partiratdifidacdo molecular baseada na analise de
sequéncias de nucleotideos da regido 1TS1-5,8S-0&@2DNA dos isolados fangicos, via
BLASTn e construcdo de arvore filogenética. Cono,igei possivel determinar os indices de
diversidade e riqueza, além de estimar o numefoatipos fungicos da comunidade associada a

cana-de-acucar e avaliar a existéncia de corredaggiia o local de isolamento.

3.2 Desenvolvimento

3.2.1 Material e métodos

3.2.1.1 Isolados fungicos

Foram utilizados 249 fungos, sendo 122 fungos éticlus de raiz e 127 fungos de
rizosfera. O delineamento do experimento com calaedicar e 0os procedimentos de isolamento
e purificacdo dos fungos ja foram descritos anterémte no item 2.2.1 do Capitulo 2 do presente

trabalho.

3.2.1.2 Extracdo de DNA, PCR e sequenciamento

O DNA dos isolados fungicos foi extraido de acardm o protocolo descrito por Raeder
e Broda (1985) com algumas modificagfes. Os fumgasn crescidos em 50 mL de BD (caldo
de 200 g de batata e 20 g de dextrose em 1 L d&e fgd 6,0]) por cerca de 5 dias a 28° C, a
suspensao fungica foi filtrada e o miceélio foiurédo em nitrogénio liquido. Cerca de 200 mg do
micélio triturado foi transferido para 1 mL de téiopde extracdo (1% de SDS, 25 mM de
EDTA, 250 mM de NaCl e 200 mM de Tris-HCI, [pH 8,0lhcubado a 65° C por 20 min e
centrifugado a 16000X por 10 min a 4° C. O sobrenadante foi transfepdoa tubo novo
contendo 1 vol de fenol, homogeneizado e centrdagd6000Xg por 5 min a 4° C). Apds, 0
sobrenadante foi transferido para tubo novo comteingol de fenol:cloroférmio (1:1 vol/vol),
homogeneizado e centrifugado (16008>or 5 min a 4° C). Novamente, o sobrenadante foi
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transferido para tubo novo contendo 1 vol de ctimofo:alcool isoamilico (CIA) (24:1 vol/vol)
homogeneizado e centrifugado (16009Xpor 5 min a 4° C). O DNA foi precipitado pela
transferéncia do sobrenadante para tubo novo atmi@® vol de isopropanol, homogeneizacao,
incubacdo por 5 min a temperatura ambiente e dggagdo a 16000X por 10 min a 4° C. O
precipitado foi lavado com 500 pL de etanol 7096 &A4seco a 37° C e ressuspendido em 50 pL
de agua ultra-pura (Milli-Q) autoclavada. A intelgile do DNA e a quantificacdo do mesmo
foram realizadas por meio da eletroforese em gelgdeose 0,8% a 3 V.chre comparacdo com
marcador (DNA do faga, Invitrogen). A regido ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA famplificada pela
técnica de PCR com o uso dos iniciadores ITS-TEEGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS-4
(5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'), os quais anelam ensigdes especificas do 18S e 28S
do rDNA (WHITE et al., 1990). A amplificacao foiakzada em termociclador (Peltier Thermal
Cycler 200, MJ Research) programado para realixex desnaturacéo inicial a 94° C por 5 min,
seguido de 24 ciclos de 94° C por 30 s, 55° C fos 8 72° C por 30 s, apos os ciclos, uma
extensao final a 72° C por 7 min. A reacdo de diogdido foi realizada em um volume final de
50 L, contendo Tampéo 1X (50 mM de KCI, 20 mM de HiG!, [pH 8,4]), 3,7 mM de MgG]J

1 mM de dNTPs, 0,05 {L™ de Taq DNA polimerase (Invitrogen), 0,4M de cada iniciadoe

5 ng de DNA. Outra regidao, de 1,5 Kb presente n§ tBNA de fungos, foi amplificada
utilizando os iniciadores EF3 (5° TCCTCTAAATGACCAAQTG 3) e EF4 (%
GGAAGGG[G/A]ITGTATTTATTAG 3’) (SMIT et al., 1999). A amplificagbes foram realizadas
em volume final de 5QL, contendo Tampéao 1X (50 mM de KCI, 20 mM de HiG4, [pH 8,4]),

3,7 mM de MgC4, 1 mM de dNTP, 2 U d&€aq DNA polimerase (Invitrogen), 0,AM de cada
iniciador e aproximadamente 3 ng de DNA. Para aliioggédo foi utilizado o termociclador
Peltier Thermal Cycler 200 (MJ Research) programaata realizar uma desnaturacao inicial a
94° C por 3 min, seguido de 40 ciclos de 94° Clpanin, 48° C por 1 min e 72° C por 2 min, e
uma extensao final a 72° C por 10 min. Os proddwmsamplificacdo foram visualizados em
eletroforese em gel de agarose 1,4% a 3 V,gomtamente com o marcador de peso molecular
DNA Ladder 100pb (Invitrogen). Apés a eletroforesgel foi corado em solucdo de brometo de
etidio (1 mg.mLY) e fotodocumentado. Ao final, os fragmentos arigalifos foram purificados
com o kitGFX PCR(Amersham Pharmacia Biotech) e sequenciados (hédrar de Virologia

da UMC, Mogi das Cruzes, SP e no Centro de Estddd&zenoma Humano, USP).
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3.2.1.3 Classificagdo taxondmica dos isolados fuogs

A classificacédo taxonémica foi realizada com h@ssequéncia de nucleotideos do rDNA
dos isolados fungicos. Inicialmente, as sequéndai@s nucleotideos foram analisadas
comparativamente via BLASTn (http://www.ncbi.ninhgov/BLAST) contra a base de dados
do GenBank, que utiliza o método heuristico pareoetnar o melhoiscore de alinhamentos
locais entre a sequéncia submetida e o banco desd&bm isso, foram consideradas as
classificacfes equivalentes as das sequénciaslteyéns bem caracterizadas que apresentaram
os valores mais altos de similaridade com as seqag£rubmetidas. Em seguida, a classificacao
taxondmica foi confirmada pelo agrupamento em fdogas com sequéncias de géneros e
espécies conhecidas disponiveis no GenBank. Agaafdogenéticas foram construidas com
base na sequéncia de nucleotideos da regido I'BStFbS2 ou 18S do rDNA, obtidas no
sequenciamento. Para o alinhamento, edicdo e ngéetrda arvore foi utilizado o programa
MEGA 4.0 (TAMURA et al., 2007). O agrupamento failaulado de acordo com o método de
Neighbor-Joining[NJ) para 1000 réplicas com base nas matrizessténdia genética calculadas
pelo modelo de Jukes-Cantor. As sequéncias deatiddes dos isolados fungicos do presente
trabalho foram depositadas no GenBank e estaorigge sob 0s numeros de acesso GQ495269
e GU973612-GU973859 (Tabela 3.1).

3.2.1.4 Andlise de diversidade, riqueza e rarefacao

A diversidade e a riqgueza das comunidades fungieasndofitos de raiz, da rizosfera e
total (endofitos + rizosfera) foram determinadasr poeio do célculo dos indices de
Shannon-WiennerH’') e Chaol, respectivamente. Estes indices foranuledbs utilizando o
programa computacional DOTUR (SCHLOSS; HANDELSMA2005), que também gerou os
dados de rarefacdo, considerando diferentes nieisimilaridade entre as sequéncias de
nucleotideos da regido ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA dasgbs avaliados. As matrizes de
similaridade utilizadas no programa DOTUR foramages com o alinhamento das sequéncias
de cada um dos grupos e posterior calculo daszeatdplicando as distancias de Jukes-Cantor,
no programa Phylip DNADist (http://bioweb.pasteuséqanal/interfaces/dnadist-simple.html).
O programa DOTUR calculou desta maneira a ocor@éthas diferentes filotipos nos diferentes
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grupos de sequéncias. Os niveis de similaridadesidenados para determinar 0s niveis
taxondmicos nas analises foram: 100% (linhagen8% Yespécies) e 97%-95% (géneros),
embora seja de nosso conhecimento que esses mieeisimilaridade podem variar

consideravelmente para fungos, dependendo do oaspiestao.

3.2.1.5 Coeficiente de similaridade

Para descrever as semelhancas taxonémicas ertmmasidades de fungos endofiticos
de raiz e de fungos da rizosfera de cana-de-acfaiarealizado o célculo do coeficiente de
similaridade de Jaccard (J), considerando-se a @siggn de géneros (e ndo em nivel de espécie)
de cada comunidade em questdo. O coeficiente tadmh partir da formulad = a/(a+b+c),
onde: a representa 0 numero de géneros presente em ambasmainidadesh representa o
namero de géneros restritos a comunidade de fuenpiafiticos de raiz, erepresenta o numero
de géneros restritos a comunidade de fungos dsfeizo Esse coeficiente varia de 0 (nenhum

género compartilhado) a 1 (todos os géneros sapanithados).

3.2.1.6 Andlise dos componentes principais (PCA)

A técnica de PCARfrincipal Components Analy3isoi empregada neste estudo com o
intuito de verificar a existéncia de correlacdorengéneros observados e as comunidades
fungicas em questao (fungos endofiticos de raimgds da rizosfera). A PCA permite identificar
padrdes num conjunto grande de dados e apresentdelotal forma que as diferencas e
similaridades ficam mais evidentes. Para tal, é8saica envolve procedimentos matematicos
que transformam um namero de possiveis variaverelacionadas em um numero reduzido de
variaveis ndo correlacionadas, denominadas compemegurincipais. Com isso, é possivel
determinar o quanto da variacdo total das varigpede ser explicado por cada componente
principal, além de definir quais variaveis melhapleceam os padrdes obtidos. No presente
estudo, a PCA foi realizada com auxilio do pacstatisticoCanoco versao 4.6TER BRAAK;
SMILAUER, 2002), utilizando como dados de entradeeguéncia de cada género identificado

em cada repeticdo das amostras de fungos endsfitectaiz e de fungos da rizosfera.
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3.2.2 Resultados

3.2.2.1 Filogenia e classificacdo taxonémica com31-5,8S-ITS2/s.18S

A preciséo da identificagdo taxonémica de isolddagicos utilizando diferentes regiées
do rDNA (ITS1-5,8S-ITS2 ou fragmento do 18S) foingmarada por meio da construgdo de
arvore filogenética com 27 sequéncias de fungokdss de cana-de-aclUcar e sequéncias
similares disponiveis no banco de dados GenBartkigra 3.1 representa a arvore filogenética
construida para o fragmento do 18S e a Figura&2 @ regido 1TS1-5,8S-ITS2. Os resultados
mostraram, claramente, que a classificacdo obtielasparvores geradas com as regides
ITS1-5,8S-ITS2 ou 18S envolve diferentes niveipreisdo. Enquanto que a arvore gerada para
sequéncias do 18S foi capaz de agrupar os isolamosaximo pela ordem a que pertencem, a
arvore da regido ITS1-5,8S-ITS2 foi capaz de agrumaisolados até mesmo em nivel de
espécies. De maneira geral, o agrupamento geradovoee do 18S (Figura 3.1) separou 0s
isolados em trés grupos: um que compreende a &afithomaceae, incluindo os isolados 146,
142, 202, 140, 104, 200, 254, 165, 162, 205, 127208, 161, 296, 128, 178, 293, 196, 203, 17,
um que abrange a ordem Hypocreales, incluindoatadss 223, 95; e outro que reuniu fungos
mitosporicos do filo Ascomicota e a ordem Sordasajuntamente com os isolados 67, 246, 198
e 39. Note que a partir dos dados dessa arvoréoh@ossivel determinar o genéro de nenhum
isolado, e muito menos a espécie. Diferentementeyare para a regiao ITS1-5,8S-ITS2 foi
mais informativa. Nela, houve a separacdo dos dssleem pelo menos 8 grupos de alta
similaridade (Figura 3.2). Seis isolados foram pgdos em nivel de espécies (146, 140, 205,
208, 161 e 223), 19 isolados foram agrupados poerg§39, 165, 200, 104, 203, 162, 196, 142,
127, 178, 254, 202, 17, 246, 70, 128, 296, 2938 &9%penas dois isolados ndo puderam ser

identificados em nivel de género (67 e 95).
3.2.2.2 Composi¢do da comunidade fangica associa@laana-de-acucar
A identificacdo taxondmica dos 249 isolados fungido presente trabalho foi realizada a

partir da comparacdo das suas sequéncias de ndelmoida regido 1TS1-5,8S-ITS2 do rDNA
com sequéncias conhecidas disponiveis no bancdades GenBank, via BLASTn, seguida da
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Figura 3.1 Filograma construido pelo métodoNsgghbor-joiningcom base no modelo de Jukes e Cantor para as
sequéncias parciais da regido 18S do rDNA de 2gofuisolados de raizes e rizosfera de cana-defaglca
Sequéncias de referéncia do GenBank foram utilzpdaa comparacdo entre os isolados. As sequéncias
obtidas no presente trabalho estdo sinalizadas a@@imbolo¢. Como grupo externo foi utilizado o
basidiomicetdHelicobasidium mompa/alores debootstrap(n=1000 replicatas} 50 estdo demonstrados
nas intersec¢des dos nos. Barra de escala = Gsfitsigdes por posi¢éo
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Figura 3.2 - Filograma construido pelo métodd\ééghbor-joiningcom base no modelo de Jukes e Cantor para as
sequéncias da regido 1TS1-5,8S-ITS2 do rDNA deu?gds isolados de raizes e rizosfera de cana-de-
aclcar. Sequéncias de referéncia do GenBank fotdiradas para comparacao entre os isolados. As
sequéncias obtidas no presente trabalho estddzantes com o simbole. Como grupo externo foi
utilizado o basidiomicetélelicobasidium mompa/alores debootstrap(n=1000 replicatas}y 50 estédo
demonstrados nas intersecc¢des dos nds. Barraaa esg,1 substituicdes por posicao
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confirmacédo pelo agrupamento em filogramas. Asagbles taxondmicas adotadas estéo listadas
na Tabela 3.1. Os resultados mostraram que nads¢éesdavaliadas esses 249 fungos foram
representados por 35 géneros, além de alguns eatfichdos. De maneira geral, 65,1% dos
isolados foi identificado até o nivel de género,726 foi identificado até o nivel de espécie e
9,2% nao puderam ser identificados em nivel dergérsendo que nesse caso 0 taxoas
proximo (filo, classe, ordem ou familia) foi indi@(Tabela 3.1).

A diversidade morfolégica dos fungos associadosr@a-cle-aclicar compreendeu uma
grande variacao na coloracdo do micélio, incluindacores branca, bege, amarela, verde, rosa,
lilds, marrom, cinza e preta. Aléem da variedadecdees, os fungos também diferiam no
crescimento micelial (cotonoso, submerso, presdechifas aéreas), na producdo de estruturas
reprodutivas (presenca ou ndo de esporos), nadevaescimento (rapida, média, lenta) e na
secrecdo de substancias que alteraram a cor dodmeioltura (Figura 3.3). O filo Ascomicota
predominou entre o0s fungos identificados (96,0%),ends que os filos
Zigomicota/Mucoromicotina e Basidiomicota represeam apenas 2,4% e 1,6% da populacdo
avaliada, respectivamente. As classes Eurotionscd3%) e Sordariomicetos (38,5%)
predominaram dentre os isolados do filo AscomicOs géneros mais frequentes representaram
65,4% da comunidade, e incluirdenicillium (33,3%) Fusarium(16,9%) Aspergillus(7,2%),
Trichoderma(4,4%) eEpicoccum(3,6%). Os outros géneros foram observados em érexgs
baixas (<2,8%) sendo que 16 deldsrémonium, Alternaria, Cladophialophora, Collefiotrum,
Curvularia, Exophiala, Mariannaea, @ Myrmecridium, Mthecium, Paecilomyces,
Paraphaeosphaeria, Phoma, Phomopsis, Pyriculariacc8aricola e Sagenomella foram
representados por apenas um isolado. Esses dagirersuque a comunidade fungica associada
a cana-de-acUcar tenha como caracteristica princif@o de que ela é composta por poucos
géneros com muitos representantes (alta frequéacra)itos géneros com poucos representantes

(baixa frequéncia).

3.2.2.2.1 Géneros mais frequentes

A caracteristica mais evidente da comunidade fanggsociada a cana-de-acucar é a
predominancia do génelRenicillium (teleomorfoEupenicilliumou Talaromyces Esse género

representou 33,3% dos fungos estudados e intéunito isolados endofiticos de raiz como da
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Tabela 3.1 - Identificagdo taxondmica adotada par@249 isolados fungicos do presente trabalho #r gir sequenciamento da regido
ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA, analise via BLASTn e agmeato em filograma

(continua)
Comunidade Identificacdo taxonémica : Namero de
Isolado fungica * considerada? Filo Classe acesso
(GenBank)

174 RA Acephalasp. Ascomicota Leotiomicetos GU973728
197 RA Acephalasp. Ascomicota Leotiomicetos GU973749
250 Rz Acremoniumnsp. Ascomicota Mitospdrico GU973794
19 RA Alternaria sp. Ascomicota Dothideomicetos GU973620
17 RA Aspergillus brasiliensis Ascomicota Eurotiomicetoss GU973618
230 RA Aspergillus brasiliensis Ascomicota Eurotiomicetoss GU973779
234 RA Aspergillus brasiliensis Ascomicota Eurotiomicetoss GU973782
235 RA Aspergillus brasiliensis Ascomicota Eurotiomicetoss GU973783
231 Rz Aspergillus brasiliensis Ascomicota Eurotiomicetoss GU973780
236 Rz Aspergillus brasiliensis Ascomicota Eurotiomicetoss GU973784
76 Rz Aspergillussp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973659
219 Rz Aspergillussp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973770
279 RA Aspergillussp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973817
283 RA Aspergillus fumigatus Ascomicota Eurotiomicetos GU973820
136 Rz Aspergillussp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973848
137 Rz Aspergillus terreus Ascomicota Eurotiomicetos GU973699
161 Rz Aspergillus terreus Ascomicota Eurotiomicetos GU973716
215 Rz Aspergillussp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973766
220 RZ Aspergillussp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973771
255 RZ Aspergillussp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973798
299 RZ Aspergillus terreus Ascomicota Eurotiomicetos GU973833
106 RZ Aspergillussp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973681
260 RA Bionectria ochroleuca Ascomicota Sordariomicetos GU973802
29 RZ Bionectriasp. Ascomicota Sordariomicetos GU973628
51 Rz Bionectriasp. Ascomicota Sordariomicetos GU973646
301 Rz Bionectriasp. Ascomicota Sordariomicetos GU973834
198 RA Chaetomiurnsp. Ascomicota Sordariomicetos GU973750
122 RA Chaetomiunsp. Ascomicota Sordariomicetos GU973846
211 RA Chaetomiunsp. Ascomicota Sordariomicetos GU973854
125 Rz Chaetomiunsp. Ascomicota Sordariomicetos GU973688
141 RZ Chaetomiunsp. Ascomicota Sordariomicetos GU973849
144 RZ Chaetomiunsp. Ascomicota Sordariomicetos GU973850
305 RZ Chaetomiunsp. Ascomicota Sordariomicetos GU973837
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Tabela 3.1 - Identificagdo taxondmica adotada par@249 isolados fungicos do presente trabalho #r gir sequenciamento da regido
ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA, analise via BLASTn e agmeato em filograma
(continuacéo)

. e L Numero de
Comunidade Identificacdo taxonémica .
Isolado fanaica - considerada? Filo Classe acesso
9 (GenBank)
126.2 Rz Chaetosphaeriap. Ascomicota Sordariomicetos GU973690
188 RA Chaetosphaeriap. Ascomicota Sordariomicetos GU973742
222 Rz Cladophialophorasp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973773
533 RA Herpotrichiellaceae Ascomicota Eurotiomicetos 93B648
53 Rz Herpotrichiellaceae Ascomicota Eurotiomicetos aEB612
228 Rz Cladosporiunsp. Ascomicota Dothideomicetos GU973778
12 Rz Cladosporiunsp. Ascomicota Dothideomicetos GU973615
13 Rz Cladosporiunsp. Ascomicota Dothideomicetos GU973616
107 Rz Cladosporiunsp. Ascomicota Dothideomicetos GU973683
14 Rz Cladosporiunsp. Ascomicota Dothideomicetos GU973617
22 Rz Colletotrichumsp. Ascomicota Sordariomicetos GU973623
20 RZ Cunninghamellasp. Zigomicota/Mucoromicotina GU973621
32 Rz Cunninghamellasp. Zigomicota/Mucoromicotina GU973631
50 Rz Cunninghamellasp. Zigomicota/Mucoromicotina GU973645
40 Rz Curvulariasp. Ascomicota Dothideomicetos GU973636
47 RA Diaporthesp. Ascomicota Sordariomicetos GU973642
251 RA Diaporthesp. Ascomicota Sordariomicetos GU973796
275 Rz Diaporthesp. Ascomicota Sordariomicetos GU973815
287 Rz Diaporthesp. Ascomicota Sordariomicetos GU973825
45 RA Dokmaiasp. Ascomicota GU973640
157 Rz Dokmaiasp. Ascomicota GU973713
117 Rz Dokmaiasp. Ascomicota GU973685
227 Rz Dokmaiasp. Ascomicota GU973777
2813 RA Magnaporthaceae Ascomicota Sordariomicetos GB993
285° RA Magnaporthaceae Ascomicota Sordariomicetos GB233
28 RA Epicoccum nigrum Ascomicota Dothideomicetos GU973627
36 RA Epicoccum nigrum Ascomicota Dothideomicetos GU973633
55 RA Epicoccunsp. Ascomicota Dothideomicetos GU973649
66 RA Epicoccum nigrum Ascomicota Dothideomicetos GU973653
83 RA Epicoccum nigrum Ascomicota Dothideomicetos GU973665
238 RA Epicoccum nigrum Ascomicota Dothideomicetos GU973785
245 RA Epicoccum nigrum Ascomicota Dothideomicetos GU973791
7 Rz Epicoccum nigrum Ascomicota Dothideomicetos GU973614
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Tabela 3.1 - Identificagdo taxondmica adotada par@249 isolados fungicos do presente trabalho #r gir sequenciamento da regido
ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA, analise via BLASTn e agmeato em filograma

(continuacéo)

. e L Numero de
Isolado Co[nur_udade Idenhﬂcagao taxonémica Filo Classe 2CESSO
fungica considerada®
(GenBank)

79 Rz Epicoccum nigrum Ascomicota Dothideomicetos GU973662
38 RA Eupenicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973634
288 RA Eupenicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973826
296 RA Eupenicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973831
128 Rz Eupenicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973692
293 Rz Eupenicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973829
208 RA Eupenicillium javanicum Ascomicota Eurotiomicetos GU973760
209 RZ Eupenicillium javanicum Ascomicota Eurotiomicetos GU973761
153 Rz Exophiala spinifera Ascomicota Eurotiomicetos GU973709
2213 RA Montagnulaceae Ascomicota Dothideomicetos GU9237
2483 RA Basidiomicota GU973793
80 Rz Fusarium oxysporum Ascomicota Sordariomicetos GU973663
86 Rz Fusarium oxysporum Ascomicota Sordariomicetos GU973667
87 RA Fusarium oxysporum Ascomicota Sordariomicetos GU973668
92 RA Fusarium oxysporum Ascomicota Sordariomicetos GU973671
93 RA Fusarium oxysporum Ascomicota Sordariomicetos GU973672
94 Rz Fusarium oxysporum Ascomicota Sordariomicetos GU973673
100 RA Fusarium oxysporum Ascomicota Sordariomicetos GU973676
101 RA Fusarium oxysporum Ascomicota Sordariomicetos GU973677
105 RA Fusarium oxysporum Ascomicota Sordariomicetos GU973681
168 RA Fusarium oxysporum Ascomicota Sordariomicetos GU973723
171 RA Fusarium oxysporum Ascomicota Sordariomicetos GU973725
172 RA Fusarium oxysporum Ascomicota Sordariomicetos GU973726
175 RA Fusarium oxysporum Ascomicota Sordariomicetos GU973729
176 RA Fusarium oxysporum Ascomicota Sordariomicetos GU973730
177 RA Fusarium oxysporum Ascomicota Sordariomicetos GU973731
184 RA Fusarium oxysporum Ascomicota Sordariomicetos GU973738
243 RA Fusarium oxysporum Ascomicota Sordariomicetos GU973790
225 Rz Fusarium oxysporum Ascomicota Sordariomicetos GU973775
240 Rz Fusarium oxysporum Ascomicota Sordariomicetos GU973787

4 RA Fusariumsp. Ascomicota Sordariomicetos GU973841



Tabela 3.1 - Identificagdo taxondmica adotada par@249 isolados fungicos do presente trabalho #r gir sequenciamento da regido
ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA, analise via BLASTn e agmeato em filograma

(continuacéo)

. I L Numero de
Isolado Co[nur_udalde Idenhﬂcagao taxor;omlca Filo Classe 2CESSO
fungica considerada
(GenBank)
18 RA Fusariumsp. Ascomicota Sordariomicetos GU973619
48 RA Fusariumsp. Ascomicota Sordariomicetos GU973643
58 RA Fusariumsp. Ascomicota Sordariomicetos GU973650
82 RA Fusariumsp. Ascomicota Sordariomicetos GU973664
88 RA Fusariumsp. Ascomicota Sordariomicetos GU973669
99 RA Fusariumsp. Ascomicota Sordariomicetos GU973675
102 RA Fusariumsp. Ascomicota Sordariomicetos GU973678
103 RA Fusariumsp. Ascomicota Sordariomicetos GU973679
112 RZ Fusariumsp. Ascomicota Sordariomicetos GU973684
147 RZ Fusariumsp. Ascomicota Sordariomicetos GU973705
169 RA Fusariumsp. Ascomicota Sordariomicetos GU973724
182 RA Fusariumsp. Ascomicota Sordariomicetos GU973736
190 RA Fusariumsp. Ascomicota Sordariomicetos GU973743
204 RA Fusariumsp. Ascomicota Sordariomicetos GU973756
233 RA Fusariumsp. Ascomicota Sordariomicetos GU973781
241 RA Fusariumsp. Ascomicota Sordariomicetos GU973788
242 RA Fusariumsp. Ascomicota Sordariomicetos GU973789
268 RA Fusariumsp. Ascomicota Sordariomicetos GU973808
308 RA Fusariumsp. Ascomicota Sordariomicetos GU973839
126 RA Gibberellasp. Ascomicota Sordariomicetos GU973689
258 RA Gibberellasp. Ascomicota Sordariomicetos GU973800
118 Rz Gibberellasp. Ascomicota Sordariomicetos GU973686
2493 Rz Hipocreales Ascomicota Sordariomicetos GU973794
2943 Rz Hipocreales Ascomicota Sordariomicetos GU973830
224 RA Hypocreasp. Ascomicota Sordariomicetos GU973774
65 RA Hypocrea virens Ascomicota Sordariomicetos GU973652
223 RA Hypocrea virens Ascomicota Sordariomicetos GQ495269
43 Rz N.l. / Hipocreales Ascomicota Sordariomicetos aZB639
280 Rz Mariannaeasp. Ascomicota Sordariomicetos GU973818
183 RA Microdochiumsp. Ascomicota Sordariomicetos GU973737
195 RA Microdochiumsp. Ascomicota Sordariomicetos GU973747
155 Rz Microdochiumsp. Ascomicota Sordariomicetos GU973711
1383 Rz Mucoromicotina Zigomicota/Mucoromicotina GU9ITRY
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Tabela 3.1 - Identificagdo taxondmica adotada par@249 isolados fungicos do presente trabalho #r gir sequenciamento da regido
ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA, analise via BLASTn e agmeato em filograma

(continuacéo)

C . S P Numero de
omunidade Identificacdo taxon6mica :
Isolado fungica * considerada? Filo Classe acesso
(GenBank)
2743 Rz Mucoromicotina Zigomicota/Mucoromicotina GU973814
306 Rz Myrmecridium schulzeri Ascomicota Sordariomicetos GU973838
261 RA Myrotheciumsp. Ascomicota Sordariomicetos GU973803
164 RA Nigrospora oryzae Ascomicota Sordariomicetos GU973719
173 RA Nigrospora oryzae Ascomicota Sordariomicetos GU973727
286 RA Nigrospora oryzae Ascomicota Sordariomicetos GU973824
95 Rz Paecilomycesp. Ascomicota Sordariomicetos GU973674
77 Rz Paraphaeosphaeriap. Ascomicota Dothideomicetos GU973660
27 RA Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973626
89 RA Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973670
166 RA Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973721
186 RA Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973740
72 RA Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973657
74 RA Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973843
292 RA Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973858
85 Rz Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973666
96 Rz Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973844
129 Rz Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973847
151 Rz Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973851
191 RA Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973744
254 RZ Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973797
212 RA Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973763
46 RA Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973641
73 RA Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973658
192 RA Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973745
196 RA Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973748
203 RA Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973755
200 RA Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973752
201 RA Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973753
269 RA Penicillium pinophilum Ascomicota Eurotiomicetos GU973809
298 RA Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973832
30 Rz Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973629
127 RZ Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973691



Tabela 3.1 - Identificagdo taxondmica adotada par@249 isolados fungicos do presente trabalho #r gir sequenciamento da regido
ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA, analise via BLASTn e agmeato em filograma

(continuacéo)

. I L Numero de
Comunidade Identificacdo taxonémica :
Isolado fungica * considerada? Filo Classe acesso
(GenBank)

132 Rz Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973695
134 Rz Penicillium pinophilum Ascomicota Eurotiomicetos GU973697
135 Rz Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973698
140 Rz Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973701
142 Rz Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973702
146 Rz Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973704
152 Rz Penicillium pinophilum Ascomicota Eurotiomicetos GU973708
154 Rz Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973710
162 RZ Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973717
178 Rz Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973732
180 Rz Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973734
181 Rz Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973735
214 Rz Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973765
216 Rz Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973767
217 Rz Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973768
218 Rz Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973769
282 Rz Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973820
284 Rz Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973822
70 Rz Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973656
26 RA Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973625
37 RA Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973842
39 RA Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973635
49 RA Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973644
52 Rz Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973647
104 RA Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973680
110 RA Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973845
165 RA Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973720
205 RA Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973757
6 Rz Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973613
69 Rz Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973655
78 Rz Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973661
149 Rz Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973851
160 Rz Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973853

133



134
Tabela 3.1 - Identificagdo taxondmica adotada par@249 isolados fungicos do presente trabalho #r gir sequenciamento da regido

ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA, analise via BLASTn e agmeato em filograma
(continuacéo)

. I L Numero de
Isolado Co[nur_udalde Idenhﬂcagao taxor;omlca Filo Classe 2CESSO
fungica considerada
(GenBank)
246 RA Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973792
270 Rz Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973810
277 Rz Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973856
291 Rz Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973857
302 Rz Penicilliumsp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973859
239 Rz Phomasp. Ascomicota Mitosparico GU973786
252 RA Phomopsisp. Ascomicota Sordariomicetos GU973855
31 Rz Pyricularia sp. Ascomicota Sordariomicetos GU973630
271 RA Resiniciunmsp. Basidiomicota Agaricomicetos GU973811
272 RA Resinicium saccharicola Basidiomicota Agaricomicetos GU973812
290 Rz Resiniciunmsp. Basidiomicota Agaricomicetos GU973828
210° Rz Capnodiales Ascomicota Dothideomicetos GU973762
163 RA Saccharicola bicolor Ascomicota Dothideomicetos GU973718
61 Rz Sagenomellap. Ascomicota Eurotiomicetos GU973651
21 Rz Scolecobasidiurap. Ascomicota Mitospdrico GU973622
130 Rz Scolecobasidiurap. Ascomicota Mitospdrico GU973693
131 Rz Scolecobasidiurap. Ascomicota Mitospdrico GU973694
673 RA Ascomiceto mitospoérico Ascomicota Mitosporico &13654
199° RA Ascomiceto mitosporico Ascomicota Mitospérico BI13751
333 RZ Ascomiceto mitosporico Ascomicota Mitospérico 3632
179° Rz Ascomiceto mitosporico Ascomicota Mitospérico 3733
303° Rz Ascomiceto mitosporico Ascomicota Mitospérico &13835
194 RA Talaromycesp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973746
167 RA Talaromyces trachyspermus Ascomicota Eurotiomicetos GU973722
185 RA Talaromycesp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973739
202 RA Talaromycesp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973754
207 RA Talaromycesp. Ascomicota Eurotiomicetos GU973759
289 RA Talaromyces trachyspermus Ascomicota Eurotiomicetos GU973827
143 Rz Talaromyces trachyspermus Ascomicota Eurotiomicetos GU973703
148 Rz Talaromyces trachyspermus Ascomicota Eurotiomicetos GU973706
159 Rz Talaromyces trachyspermus Ascomicota Eurotiomicetos GU973715
264 Rz Talaromyces trachyspermus Ascomicota Eurotiomicetos GU973804

265 Rz Talaromyces trachyspermus Ascomicota Eurotiomicetos GU973805
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ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA, analise via BLASTn e agmeato em filograma

(concluséo)

. e L Numero de
Comunidade Identificacdo taxonémica :
Isolado LT X 2 Filo Classe acesso
fungica considerada

(GenBank)
266 Rz Talaromyces trachyspermus Ascomicota Eurotiomicetos GU973806
267 Rz Talaromyces trachyspermus Ascomicota Eurotiomicetos GU973807
25 RA Thielaviasp. Ascomicota Sordariomicetos GU973624
120 RA Thielaviasp. Ascomicota Sordariomicetos GU973687
187 RA Thozetellasp. Ascomicota Sordariomicetos GU973741
257 RA Thozetellasp. Ascomicota Sordariomicetos GU973799
206 RA Trichoderma asperellum Ascomicota Sordariomicetos GU973758
226 Rz Trichoderma asperellum Ascomicota Sordariomicetos GU973776
259 Rz Trichodermasp. Ascomicota Sordariomicetos GU973801
278 Rz Trichoderma asperellum Ascomicota Sordariomicetos GU973816
41 Rz Trichodermasp. Ascomicota Sordariomicetos GU973637
42 Rz Trichodermasp. Ascomicota Sordariomicetos GU973638
309 RA Trichodermasp. Ascomicota Sordariomicetos GU973840
273 RA Trichodermasp. Ascomicota Sordariomicetos GU973813
1333 RZ Xilariales Ascomicota Sordariomicetos GU973696
150° RZ Xilariales Ascomicota Sordariomicetos GU973707
1583 RZ Xilariales Ascomicota Sordariomicetos GU973714
156° RZ Xilariales Ascomicota Sordariomicetos GU973712

2133 Rz Herpotrichiellaceae Ascomicota Eurotiomicetos aBB764

3043 RZ Mucoromicotina Zigomicota/Mucoromicotina GU9B8B3

1 Comunidade flingica a que pertence o isolado: RAngd endofitico isolado de raiz de cana-de-acU&#; — fungo isolado da rizosfera de cana-de-

acucar;

2 |dentificacéo dos isolados flngicos considerandimilaridade com as sequéncias de nucleotide@snges disponiveis na base de dados do GenBank, a

partir dos resultados gerados pela ferramenta BlnASpelo agrupamento nos filogramas (Figura 3.%-3.9

3 Isolados fangicos em que n&o foi possivel deteaminclassificagdo taxondmica em nivel de génerniv@l taxonémico mais préximo (filo, subfilo,
classe, subclasse, ordem ou familia) determinaddregicado na coluna de identificagdo taxonémica.
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rizosfera. A Figura 3.4 mostra o filograma constoua partir da regido ITS1-5,8S-ITS2 dos
isolados do génerBenicilliume de linhagens conhecidas disponiveis no GenBagknéneira
geral, os isolados apresentaram similaridade conespécies diferented?( restrictum, E.
katangense, P. janthinellum, T. flavus, E. javamicuP. ochrochloron, E. reticulisporum, E.
brefeldianum, E. levitum, P. vinaceum, P. radicuf, minioluteum, T. udagawae, T.
trachyspermus, P. pinophilum, T. indigotices P. marneffe), entretanto o agrupamento
filogenético obtido ndo permitiu a classificacdgsa em espécie para a maioria dos isolados,
sendo que, nesses casos, foi adotada a classificag@nas em génerd’dnicillium sp.,
Talaromycesp. ouEupenicilliumsp.). Quatorze isolados tiveram sua taxonomia uhteda em
nivel especifico, sendo eles: 143, 148, 159, 16¥4, 265, 266, 267 e 289 comb.
trachyspermusl34, 152 e 269 com®. pinophilume 208 e 209 comB. javanicum(Tabela 3.1,
Figura 3.4)

O géneroFusarium (teleomorfo Gibberellg, segundo mais frequente na comunidade
fungica avaliadaincluiu 16,9% dos isolados, 0s quais apresentattansanilaridade com pelo
menos cinco espécies diferentes. (oxysporum, F. acutatum, F. solani, F. dlamimi
G. moniliformig. O agrupamento em filograma permitiu a classificade 19 isolados (80, 86,
87, 92, 93, 94, 100, 101, 105, 168, 171, 172,176, 177, 184, 225, 240, 243) €moxysporum
(Figura 3.5) Os 23 isolados restantes foram classificados apemanivel de género uma vez que
nao houve agrupamento exclusivo com uma Unica esffégura 3.5).

O géneroAspergillusfoi o terceiro mais frequente na comunidade fungissociada a
cana-de-acucar, perfazendo 7,2% dos isolados, ais gpresentaram alta similaridade com 7
espécies diferented\( brasiliensis, A. flavus, A. oryzae, A. versico. niger, A. terreue A.
fumigatu3. A arvore filogenética (Figura 3.6) construidagpas fungos desse género gerou o
agrupamento dos isolados em 5 grupos de alta sidaitie, a partir do qual foram definidas as
seguintes afiliacdes taxondémicas: isolados 17, 23Q, 234, 235 e 236 identificados colo
brasiliensis;isolados 137, 161 e 299 identificados coAuoterreuse isolado 283 identificado
como A. fumigatus.Outros isolados ndo apresentaram alta similaridade nenhuma espécie
cuja sequéncia encontra-se disponivel no GenBalk @19, 220, 255, 279) ou foram agrupados
com mais de uma espécie Aigpergillus(76, 106), o que ndo permitiu a classificacdo néxaica

em nivel de género.
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Figura 3.3 - Diversidade morfoldégica observada penunidade fangica associada a cana-de-aclcar. i@slén
fangicas foram crescidas em meio BDA & 28por 5-10 dias.a) Epicoccunmsp., p) Penicilliumsp.,
(c) Chaetomiumsp., @) Fusariumsp., € Trichoderma virens(f) Fungo endofitico de rainao
identificadq (g) Eupenicillium javanicum (h) Acremoniumsp., {) Talaromyces trachyspermug)

Aspergillus niger(k) Penicilliumsp., () Epicoccum nigrum(m) Mariannaeasp., ) Fusariumsp.,
(o) Bionectriasp., ) Myrmecridium schulzeri
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Os géneroslrichodermae Epicoccumforam bem menos frequentes gaenicillium e
Fusarium porém, ainda assim bem mais numerosos que osiglay@aeros presentes na
comunidade fangica associada a cana-de-acUcaradaalo presente trabalho. O género
Trichoderma(teleomorfoHypocreg, quarto mais frequente, foi representado porsblados,
correspondendo a 4,4% da comunidade fangica. Opagrento em filograma permitiu
classificar os isolados 65 e 223 émvirens os isolados 206, 226 e 278 dmasperellune os
isolados 41, 42, 224, 259, 273 e 309 apenas cbnehodermasp. (Figura 3.7). Ja o género
Epicoccum quinto mais frequente na comunidade fungica eest§o, representou 3,6% dos
isolados. A arvore filogenética apresentada nar&i@B contém clado agrupando os isolados
desse género com linhagens conhecidds. aégrum sendo, portanto, essa espécie adotada como
classificacdo taxondémica dos isolados 7, 28, 36768683, 238 e 245, exceto para o isolado 55,

gue foi identificado apenas cor&picoccunsp.

3.2.2.2.2 Outros géneros

Além dos cinco géneros mais frequenteBen(cillium, Fusarium, Aspergillus,
Trichodermae Epicoccun), a comunidade fangica associada a cana-de-atdicdrem incluiu
outros 28 géneros do filo Ascomicota, um génerdildoBasidiomicota e um género do filo
Zigomicota/Mucoromicotina. Dentre os fungos do fAgscomicota, a classe Sordariomicetos
abrangeu um grande numero de isolados (96), oss div@ram suas relacdes filogenéticas
determinadas no filograma apresentado na Figuraéx@uindo-se os isolados dos géneros
Trichodermae Fusarium ja representados anteriormente). Com isso, fesipel verificar que os
fungos associados a cana-de-aguUcar pertencersés @asse incluem uma grande diversidade de
géneros, pois pelo menos 17 puderam ser identifica@ionectria, Chaetomium,
Chaetosphaeria, Colletotrichum, Diaporthe, FusarjumMariannaea, Microdochium,
Myrmecridium, Myrothecium, Nigrospora, Paecilomyc&homopsis, Pyricularia, Thielavia,
Thozetellae Trichoderma. Esses géneros agruparam-se na arvore filogardgi@acordo com as
subclasses (Sordariomicetidae, Hipocreomicetidaleyidmicetidae e Sordariomicetos incertae
sedis). A identificacdo taxonémica adotada paragais isolados desta classe encontra-se listada
na Tabela 3.1.
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Além da classe Sordariomicetos, o filo Ascomiadégacomunidade fungica associada a
cana-de-agcucar também foi representado por isoladas classes Dothideomicetos,
Eurotiomicetos, Leotiomicetos e fungos mitosporic@ agrupamento filogenético desses
isolados (com excecao de isolados dos génaspergilluse Penicillium, os quais ja foram
representados anteriormente nas Figuras 3.6 @e3gectivamente) esta representado na Figura
3.8. A classe Dothideomicetos incluiu 19 isoladpsrtencentes a pelo menos seis géneros
diferentes Alternaria, Cladosporium, Curvularia, Epicoccum, mphaeosphaeria e
Saccharicold. A classe Eurotiomicetos abrangeu 107 isoladawemp 94,4% deles sao
representantes dos génerAspergillus e Penicillium, sendo que o restante dessa classe, 6
isolados incluiu um isolado do géne®@ladophialophora(222), um isolado do génekxophiala
(153), um isolado do génerBagenomelld61) e trés isolados ndo identificados (5, 53 &).2A
classe Leotiomycetes teve apenas dois represesitantdos do géneracephala(174 e 197)A
arvore filogenética apresentada na Figura 3.8 taminéluiu o agrupamento dos isolados dos
filos Basidiomicota e Zigomicota/Mucoromicotina,presentados por apenas 4 e 6 isolados,
respectivamente. Salvo os isolados fungicos que mdderam ser identificados, o filo
Basidiomicota foi composto por 3 isolados do génResinicium(271, 272 e 290) e o filo

Zigomicota/Mucoromicotina compreendeu trés isoladtmgénercCunninghamellg20, 32, 50).

3.2.2.2.3 Isolados fungicos néo identificados envel de género

Além da presenca dos géneros citados acima, arsdaue fungica associada a cana-de-
acucar, estudada no presente trabalho, tambéniur3usolados fungicos que ndo puderam ser
identificados em nivel de género. Diferentementealdros isolados, estes ndo apresentaram alta
similaridade com nenhum género fungico descritpati$vel no banco de dados GenBank, sendo
que a analise por BLASTn retornduts de fungos descritos como “uncultured soil fungus”,
“fungal endophyte”, “uncultured fungus”, “Ascomyeosp.”, entre outros. A construcdo de
filogramas com a sequéncia de nucleotideo da rd@Bb-5,8S-ITS2 desses isolados permitiu a
determinacdo de niveis taxonémicos superiores argéifriguras 3.10 e 3.11, Tabela 3.1). Os
resultados mostraram que estes isolados, 0os getissentaram 9,2% da comunidade fungica
avaliada neste estudo, foram agrupados com repaeses do filo Ascomicota (19 isolados)
(Figura 3.10), Zigomicota/Mucoromicotina (3 isolaflo(Figura 3.11a) e Basidiomicota
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(1 isolado) (Figura 3.11b). Com relagéo aos isdadio filo Ascomicota, nove foram agrupados
com representantes da classe Sordariomicetos, sgunedodois deles (281 e 285) foram
classificados na classe Magnaporthaceae, trés2@Be 294) na ordem Hipocreales e quatro
(133, 150, 156 e 158) na ordem Xilariales (Figuf@®3Tabela 3.1). Dois isolados fungicos (221
e 210) foram agrupados com representantes da @asseleomicetos, e classificados na familia
Montagnulaceae e na ordem Capnodiales, respectitanm(@&igura 3.10, Tabela 3.1). Trés
isolados fangicos (5, 53 e 213) foram agrupados mpresentantes da classe Eurotiomicetos e

classificados na familia Herpotrichiellaceae (Feg8rl0, Tabela 3.1).

3.2.2.3 Diversidade, riqueza e rarefacao

A determinacao das curvas de rarefacdo e dos smdediversidade (Shannon-Wienner -
H’) e riqueza (Chaol) foi realizada pelo programa DRTa partir das sequéncias da regiao
ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA dos isolados fungicos, cdasando diferentes niveis de similaridade
entre as sequéncias (100, 99, 97 e 95%). De mayezia$, as curvas de rarefagdo mostraram que
a amostragem populacional adotada no presentelhcalp@rmitiu acessar a diversidade da
comunidade fungica associada a cana-de-agucardesasdo os niveis de similaridade de 95% e
97%, os quais podem ser considerados represerstativaivel taxondémico de género (Figura
3.12). Isso porque essas curvas comecaram a estglalproximando-se da assintota horizontal,
indicando que a amostragem adotada esta proxinemdastragem adequada. Entretanto, para
niveis maiores de similaridade (99 e 100%), as asurmao apresentaram tendéncia de
estabilizacdo, indicando que a amostragem pregissgr ampliada para conseguir acessar
apropriadamente a diversidade nesses niveis (F&ju2d. Notavelmente, as curvas de rarefagédo
construidas separadamente para as comunidadesges fendofiticos de raiz e de fungos da
rizosfera (Figura 3.12a) mostraram que o numerdilogpos esperado para a comunidade de
fungos endofiticos de raiz foi sempre menor do gueimero esperado para a comunidade de
fungos da rizosfera, independente do nivel de afiddde considerada.

Levando-se em consideracdo os resultados de racefawisando evitar interpretacdes
equivocadas, as conclusdes acerca da diversideddaeza da comunidade fungica associada a
cana-de-agucar foram baseadas apenas nos valtisgssgiara as similaridades de 95% e 97%.
Assim, foi possivel observar que a comunidade fimmgssociada a cana-de-agucar possui grande
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P. restrictum AY373928
P_ cf. restrictum FJ231011
P_cf. restrictum FJ231012
Fungal sp. FJ752623
4 fungo de rizosfera 69
Penicilium sp. FJ379811
Penicillum sp. F1379812
fungo de rizosfera 70
# fungo de rizosfera 284
E. katangense AF033458
P. restrictum AF033459
{0 fungo de rizosfera 85

P. janthinellum AB293968

P, janthinellum GQ241286

. flavus var. flavus AY532420
2| P. janthinellum AJ608945

P, janthinellum AF033434

4 fungo endofitico de raiz 72
@ fungo de rizosfera 209

# fungo endofitico de raiz 208
E. javanicum EJU18358

57, @ fungo endofitico de raiz 212
{f P. ochrochloron AJ509865

28

P_janthinellum GU212865
E. reticulisporum AF033437
4 fungo endofitico de raiz 38
® fungo endofitico de raiz 296
# fungo de rizosfera 293
E. brefeldianum EF488446
|l 5|4 fungo endofitico de raiz 288
E. brefeldianum AF033435
# fungo de rizosfera 128
E. levitum AF033436

@ fungo de rizosfera 78
I Penicium sp. EF422852

P citrinum DQ681331
P. dipodomyicola GQ161752
ungo endofitico de raiz 246
P. vinaceum DQ681340
T. eburneus AB176614

fungo de rizosfera 282
P. diversum DQ308554
P. purpurogenum AY373926
co, ¥ fungo de rizosfera 254
4 fungo endofitico de raiz 191
Lk P. minioluteum AY213674
P. minioluteum EUB33222

511 T. udagawae AB176634
 fungo endofitico de raiz 185
f 4 fungo endofitico de raiz 207
4 fungo endofitico de raiz 202
T. trachyspermus EU076917
4 fungo de rizosfera 266
# fungo de rizosfera 148
# fungo de rizosfera 265
T. trachyspermus EUB88919
4 fungo endofitico de raiz 167
# fungo de rizosfera 264
@ fungo de rizosfera 143
T. trachyspermus GQ365160
# fungo de rizosfera 267
# fungo de rizosfera 159
# fungo endofitico de raiz 289
Penlcllllum sp. F1795356
# fungo endofitico de raiz 104
{— @ fungo endofitico de raiz 39
T. flavus EF123253

P. pinophilum GQ221867

s @ fungo endohllco de raiz 4
el do aiz 26
P_ pinophilum EUS10587

| 4T indigoticus EF123254
551 T. indigoticus AB176624
® fungo endofitico de raiz 194
T. derxii AB176613
P. aculeatum EU781668
5| T. denxii AB176612
P. aculeatum EU076930
P. pinophilum AB194281
P. pinophilum GQ422445
fungo de rizosfera 134
# fungo de rizosfera 6
@ fungo de rizosfera 178
# iungo endofitico de raiz 49
1 @ fungo endofitico de raiz 201
@ fungo endofitico de raiz 298
— @ fungo endofitico de raiz 196
@ fungo de rizosfera 214
# fungo de rizosfera 132
® fungo de rizosfera 217
® fungo de rizosfera 127
 fungo de rizosfera 218
# fungo de rizosfera 180
4 fungo de rizosfera 216
@ fungo de rizosfera 142
4 fungo de rizosfera 181
# fungo endofitico de raiz 203
fungo de rizosfera 162
4 fungo endofitico de raiz 27
@ fungo de rizosfera 140
# fungo de rizosfera 205
T. euchlorocarpius AB176617
st P. minioluteum AF380354
# fungo endofitico de raiz 165
fungo de rizosfera 30
P. pinophilum EU277738
T.flavus AY532418
fungo de rizosfera 146
# fungo de rizosfera 135
t‘ fungo endofitico de raiz 73

# fungo endofitico de raiz 166

4 fungo endofitico de raiz 192

. mameffei AB353909

31 P. marneffei AB353908

# fungo endofitico de raiz 269
5906

P. pinophilum AF176660
fungo de rizosfera 154
&L @ fungo endofitico de raiz 89
- @ fungo endofitico de raiz 200
| @ fungo de rizosfera 152

P. pm‘cphllum EUB88927

fungo endofitico de raiz 186
4 fungo de rizosfera 270

Buergenerula spartinae AF422961.1

Figura 3.4 — Filograma construido pelo métoddNéeghbor-joiningcom base no modelo de Jukes e Cantor para as
sequéncias da regido 1TS1-5,8S-ITS2 do rDNA de uiigds do génerdPenicillium (teleomorfo
Eupenicillium ou Talaromyce} isolados de raizes e rizosfera de cana-de-agUemuéBcias de
referéncia do GenBank foram utilizadas para congdarantre os isolados. As sequéncias obtidas no
presente trabalho estdo sinalizadas com o simbo@omo grupo externo foi utilizado o ascomiceto
Buergenerula spartinaeValores debootstrap (n=1000 replicatas}> 50 estdo demonstrados nas
interseccfes dos nés. Barra de escala = 0,02 tslditis por posicdo
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F. oxysporum f. cubense EU022521
—F. o. f. sp. fragariae DQ452448
F. o.f. sp. lili AY684920
- F. o. f. sp. chrysanthemi DQ45244
F. 0. f. sp. niveum AY354397
F. oxysporum DQ780422
— F. coeruleum DQ164858
4 fungo endofitico de raiz 101
F. oxysporum DQ459007
fungo endofitico de raiz 105
sp. lycopersici DQ452454
sporum DQ453704
. 0. f. sp. cyclaminis DQ452451
f. sp. cucumerinum DQ452450
f. sp. gladioli DQ279795
f. sp. melonis AY188919
xysporum f. cubense EF590328
fungo de rizosfera 240
. 0. f. sp. luffae AY354399
F. oxysporum DQO068983
4 fungo endofitico de raiz 92
F. oxysporum EF495230
F. 0. f. sp. vasinfectum AY462579
4 fungo endofitico de raiz 168
4 fungo endofitico de raiz 93
F. 0. f. sp. melonis DQ535184
4 fungo endofitico de raiz 204
4 fungo endofitico de raiz 100
i Fusarium sp. DQ098907
@ fungo de rizosfera 86
4 fungo endofitico de raiz 171
4 fungo endofitico de raiz 177
|- @ fungo endofitico de raiz 175
F. oxysporum EF488410
@ fungo de rizosfera 94
4 fungo endofitico de raiz 172
F. o. f. sp. lactucae DQ016234
4 fungo endofitico de raiz 184
. 0. f. sp. radicis-lycopersi DQ452455
o1 F. o. f. sp. lili DQ452453
4 fungo endofitico de raiz 176

F. oxysporum DQ132824
4 fungo endofitico de raiz 87
4 fungo endofitico de raiz 18
I— F. o. f. cubense EU022522
F. oxysporum EF495237
Uncultured soil fungus AY123743
@ fungo endofitico de raiz 243
@ fungo de rizosfera 225
L @ fungo de rizosfera 80
F. pseudoanthophilum FPU61683
F. verticillioides FVU34555
F. pseudonygamai DQ297563
4 fungo endofitico de raiz 126.1
4 fungo endofitico de raiz 258
F. begoniae FBU61673
F. subglutinans DQ655732
Gibberella moniliformis EU151483
F. succisae FSU34561
F. sacchari EF453121
F. pseudocircinatum FSU34569
F. napiforme AY303609
Gibberella moniliformis P11 EU151481
F. bulbicola FBU61676
Fusarium sp. FSU61689
+ F. ramigenum FRU61684
@ fungo de rizosfera 118
i~ F. denticulatum FDU61680
—— @ fungo endofitico de raiz 190
Gibberella moniliformis EU151476
I Fusarium sp. AF158311

F. brevicatenulatum FBU61675

F. sporotrichioides AY 188917
% F. kyushuense FSU85547
% F. asiaticum AB289554
99— F. culmorum DQ453699

ﬁf. annulatum AY213654

.0,
.0,
.0,
. 0)

nemnmmmI

F. phyllophilum FPU34574

F. nygamai FNU34568
3! F. udum NRRL FUU34575
— F. globosum FSU61687
F. concentricum FCU61678
Fusarium sp. EU236707
F. proliferatum EU151490
Gibberella fujikuroi DQ790538
Fusarium sp. EU236709
4 fungo endofitico de raiz 169
4 fungo endofitico de raiz 182
@ fungo endofitico de raiz 241
4 fungo endofitico de raiz 268
F. dlaminii X94177
F. acutatum FAU34573
@ fungo endofitico de raiz 82
7% F. acutatum AY213653
4 fungo endofitico de raiz 88
E F. dlaminii FDU34572

2

@ fungo endofitico de raiz 58
F. acutatum AY569567
" F. beomiforme X94178
F. lateritium AY266406

F. lateritium AY 188920
% 4 fungo endofitico de raiz 242
Fusarium sp. FSU61695
4 fungo endofitico de raiz 48
"2l @ fungo endofitico de raiz 102
4 fungo endofitico de raiz 99
@ fungo endofitico de raiz 233
uncultured soil fungus DQ420786
se| Fusarium sp. DQ885388
@ fungo endofitico de raiz 103

fungo endofitico de raiz 308
usarium sp. EU082101
100| Fusarium sp. EU082102
F. solani EF534182
Bionectria ochroleuca DQ674381

Figura 3.5 - Filograma construido pelo métodd\@gghbor-joiningcom base no modelo de Jukes e Cantor para as
sequéncias da regido ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA de @8gds do génerd-usarium (teleomorfo
Gibberellg, isolados de raizes e rizosfera de cana-de-agUeauéScias de referéncia do GenBank
foram utilizadas para comparacdo entre os isolafl®sequéncias obtidas no presente trabalho estédo
sinalizadas com o simbok Como grupo externo foi utilizado o ascomic&@nectria ochroleuca.
Valores debootstrap(n=1000 replicatas} 50 estdo demonstrados nas interseccdes dos nda. d&a
escala = 0,02 substituicdes por posicdo
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A. terreus AY 213636
@ fungo de rizosfera 299

A. terreus AY373871
@ fungo de rizosfera 137

A. terreus EF432562
%) A. terreus AF455426
@ fungo de rizosfera 161
| @ fungo de rizosfera 255
r’ fungo de rizosfera 220

@ fungo de rizosfera 215

@ fungo de rizosfera 219

A. fumigatus AY 939790

A. fumigatus EU256469
< fungo endofitico de raiz 283
1001 A, fumigatus EF134624
A. fumigatus AY373851
4 fungo endofitico de raiz 279
A. fumigatus AB298709
87 A. niger EF121326

A. niger AM745113
r A. brasiliensis AM295181
100 | | 4 fungo endofitico de raiz 17
A. brasiliensis AM295180
o4 59 | @ fungo de rizosfera 231
@ fungo endofitico de raiz 230
A. brasiliensis AM295180.1
@ fungo de rizosfera 236
4 fungo endofitico de raiz 235
4 fungo endofitico de raiz 234
A. sojae AY373867

8s| A. parasiticus AB008418
A. parasiticus AY 373859
A. sojae AB008419
1001 A, flavus AB008415

@ fungo de rizosfera 76
A. flavus AB008414
A. oryzae AB008417
A. oryzae EF488390

100

87 69

94

_ 8

A. versicolor AM883155
A. versicolor EU191029

@ fungo de rizosfera 106
A. niger AY939787

100

Penicillium pinophilum DQ778959
0,02

Figura 3.6 - Filograma construido pelo métodd\@gghbor-joiningcom base no modelo de Jukes e Cantor para as
sequéncias da regiao ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA deubhgds do génerAspergillus,isolados de raizes e
rizosfera de cana-de-aglUcar. Sequéncias de ref@erdocGenBank foram utilizadas para comparagéo
entre os isolados. As sequéncias obtidas no pees@fitalho estédo sinalizadas com o simBol@omo
grupo externo foi utilizado o ascomiceRenicillium pinophilum.Valores debootstrap (n=1000
replicatas)> 50 estdo demonstrados nas interseccdes dos nida. dgaescala = 0,02 substituicdes por

posicao
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T. koningii AF456923

T. koningiopsis DQ379015

T. koningii EU076928

@ fungo endofitico de raiz 273
T. ovalisporum DQ315458

52 T. koningiopsis DQ323439

@ fungo endofitico de raiz 309
@ fungo de rizosfera 42
fungo de rizosfera 41
T. viride DQ888741.1
T. tainanense DQ313141

T. strigosum DQ109531

T. atroviride DQ026018

T. erinaceum DQ109534

T. stilboxypoxyli DQ313152

T. dorotheae DQ313145

T. dingleyeae DQ313151

T. caribbaeum DQ313139

T. petersenii DQ323442

T. austrokoningii DQ315470
T. rogersonii DQ381956

T. intricatum DQ381955

T. asperellum EU077227
o0 Gﬁ T.asperellum AF278788

T. asperellum AF278789
T. pubescens DQ083016

T. asperellum DQ109538

T. asperellum AY857244

T. asperellum AJ230669

@ fungo endofitico de raiz 206

50| @ fungo de rizosfera 278

@ fungo de rizosfera 226
———— @ fungo de rizosfera 259

@
8

T. taxi DQ859026
o7 T. croceum DQO083026
T. album AF414351
T. brevicompactum EF417484

98, T. stromaticum DQ083013
78 T. effusum DQ083008
T. rossicum DQ083024
T. oblongisporum DQ083020
T. todica 248727
T. parceramosum AF414349
T. ghanense EF442075
T. sinensis DQ083012
T. saturnisporum AF048744
T. konilangbra DQ083021
T. hamatum DQ026016
T. virgatum Z48949
551 T. citrinoviride AB249678
99, T. fertile DQ083018
T. fasciculatum DQO087258
T. helicum DQ083022
s T. velutinum EF442083
T. aggressivum f. aggressivum AY605757
s9 T. longipile AY865630
67| T. longibrachiatum EF442084
T. spirale DQ093712
64/ T, spirale AY154953
T.inhamatum DQ093708
T. aureoviride AY391829
T.tomentosum AY605737
T. virens AF099005
T. virens AY154945
T. virens EF442078
@ fungo endofitico de raiz 223
T. virens AF099007
@ fungo endofitico de raiz 65
T.virens EF442081
@ fungo endofitico de raiz 224
T. flavofuscum AF414340
Hypomyces aurantius AF055297

63

—
0.02

Figura 3.7 +Filograma construido pelo método Meighbor-joiningcom base no modelo de Jukes e Cantor para as
sequéncias da regido ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA de urdgds do génerdrichoderma (teleomorfo
Hypocreaq, isolados de raizes e rizosfera de cana-de-acUequéSBcias de referéncia do GenBank foram
utilizadas para comparacdo entre os isolados. Agiéseias obtidas no presente trabalho estdo
sinalizadas com o simbok Como grupo externo foi utilizado o ascomicétppomyces aurantius.

Valores debootstrap(n=1000 replicatas} 50 estdo demonstrados nas intersecgbes dos nda. &&a
escala = 0,02 substituicdes por posicdo
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Curvularia sp. DQ993652
94 | Curvularia sp. EF025971
Curvularia affinis AF071335
# fungo de rizosfera 40
Alternaria sp. EF673727
Alternaria sp. EU143251
# fungo endofitico de raiz 19
Dokmaia monthadangii DQ780454
@ fungo de rizosfera 227
@ fungo de rizosfera 157
uncultured soil fungus DQ420974
84| @ fungo de rizosfera 117
# fungo endofitico de raiz 45
@ fungo endofitico de raiz 77
92 | Paraconiothyrium brasiliense AY642531
Paraphaeosphaeria pilleata AF250821
Paraconiothyrium sporulosum AB303549
94, uncultured soil fungus DQ420981
uncultured soil fungus DQ420979
[ $fungo endofitco de raiz 221
Saccharicola bicolor AF455415
Saccharicola bicolor LBU04203
314 fungo endofitico de raiz 163
|_oq|Phoma sp. AY513963
I

86

Phoma pomorum AY904062

# fungo de rizosfera 239
@ fungo endofitico de raiz 66
uncultured soil fungus DQ420956(2)
Epicoccum nigrum EU232716
uncultured soil fungus DQ420956
4 fungo endofitico de raiz 238
Epicoccum nigrum DQ981396
Epicoccum nigrum AJ853755
Epicoccum sp. EF589869
64 | ® fungo endofitico de raiz 36
@ fungo de rizosfera 79
# fungo endofitico de raiz 83
Epicoccum andropogonis AJ400905
# fungo de rizosfera 7
@ fungo endofitico de raiz 245
@ fungo endofitico de raiz 55
4 fungo endofitico de raiz 28
s6 - Sagenomella chlamydospora AJ519984
4 fungo de rizosfera 61
Acremonium sp. DQO69020
Aspergillus heteromorphus AJ876879
@ fungo de rizosfera 210

@ fungo de rizosfera 12
@ fungo de rizosfera 13
|uncultured soil fungus DQ420996
Cladosporium sp. EF029831
Cladosporium cladosporioides EU030342
Cladosporium sp. EF432298
|uncultured fungus AB222635
@ fungo de rizosfera 14
@ fungo de rizosfera 228
4 fungo de rizosfera 107
Cladosporium cladosporioides AY463364
Cladosporium oxysporum EF029816
Cladosporium cladosporioides EF405864
Cladosporium sp. DQ299302
uncultured fungus AM260913
Acephala sp. EU434831.1
# fungo endofitico de raiz 197
uncultured fungus AM260913.1
@ fungo endofitico de raiz 174
uncultured ascomycete AY273308
@ fungo de rizosfera 33
@ fungo de rizosfera 303
5 | ® fungo de rizosfera 179
fungal sp. DQ093722
@ fungo endofitico de raiz 199
L Scytalidium lignicola DQ093703
q Cladophialophora chaetospira EU035404
Cladophialophora chaetospira EU035403
52 - Cladophialophora boppii AB109182
uncultured ascomycete AY970158
# fungo de rizosfera 222
Ascomycete sp. DQ124131

# fungo de rizosfera 5
@ fungo endofitico de raiz 53
Exophiala spinifera AY484985
Exophiala spinifera AY156960

@ fungo de rizosfera 153
Exophiala spinifera EU257701.1

Phaeococcomyces sp. AJ972801
37— Sarcinomyces sp. AJ972803.1
531 uncultured soil fungus DQ421072
® fungo de rizosfera 213

92  Acremonium sp. EF042104
4 fungo de rizosfera 250
Acremonium implicatum AF368810
75 | uncultured ascomycete EF619859
Scolecobasidium humicola AY265334
Scolecobasidium terreum DQ307328
® fungo de rizosfera 21

5511 ® fungo de rizosfera 130

521 @ fungo de rizosfera 131

Bensingtonia thailandica AB040114

Ascomycota

04

ltured fungus AY160678
uncultured fungus FJ197923.1

72
59, 4 fungo de rizosfera 290
# fungo endofitico de raiz 271
Resinicium saccharicola DQB26548
Resinicium saccharicola DQ826549
65 | @ fungo endofitico de raiz 272
89 | Mucoromycote sp. EU076944
soil fungal sp. EU076948
# fungo de rizosfera 274
64 14 fungo de rizosfera 138

|Cunninghamelia homothallica AF254941 Zygomycota/Mucoromycotina

Ci AF254930
¢ 1 @ fungo de rizosfera 50
Cunninghamella bertholletiae AF254931

Cunninghamella elegans EU076936

Basidiomycota

Rhizopus oryzae EU167934

0.02

Figura 3.8 - Filograma construido pelo métodd\@gghbor-joiningcom base no modelo de Jukes e Cantor para as
sequéncias da regido 1TS1-5,8S-ITS2 do rDNA deu#hgds isolados de raizes e rizosfera de cana-de-
aclcar. Sequéncias de referéncia do GenBank fotidimadas para comparagéo entre os isolados. As
sequéncias obtidas no presente trabalho estédzaut@d com o simbole. Como grupo externo foi
utiizado o zigomicetoRhizopus oryzaeValores debootstrap (n=1000 replicatas}> 50 estdo
demonstrados nas intersec¢es dos nos. Barraaa es@,02 substituicdes por posi¢do
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Bionectria ochroleuca AB470909 7
Bionectria ochroleuca AY669327
| @ fungo endofitico de raiz 260
Fungal endophyte sp. DQ485960
Clonostachys intermedia AF210682
Myrothecium sp. AJ301998
uncultured soil fungus DQ421139
@ fungo endofitico de raiz 261
Bionectria sp. GQ922921
@ fungo de rizosfera 301
@ fungo de rizosfera 51
@ fungo de rizosfera 29
Bionectria pityrodes AY254158
Hypocreales sp. EF060773
100 F’ungaJ isolate AF437753
72) fungo de rizosfera 294 : -
7714y fungo de rizosfera 249 Hipocreomicetidae
99 - Cosmospora episphaeria FJ474073
Cosmospora vilior GU067755
Mariannaea camptospora AB112029
Nectria mariannaeae AB099509
100| Nectria mariannaeae AB111492
@ fungo de rizosfera 280
Fungal sp. FJ612836
100 | @ fungo de rizosfera 95
Paecilomyces lilacinus AY213668
Paecilomyces sp. F1196762

Glomerella cingulata AB269938
@ fungo de rizosfera 22
100 Colletotrichum boninense DQ286160
1 Colletotrichum gloeosporioides AY 266377
L & fungo de rizosfera 43
99 — Epacris pulchella root fungus AY627828 |
499|:E @ fungo endofitico de raiz 285
Buergenerula spartinae AF422962
50, Chaetomium cupreum AB509373
8]l Chaetomium cupreum AB511968
@ fungo endofitico de raiz 198
Chaetomium sp. DQ093660
fungo de rizosfera 125
Chaetomium globosum DQ093659
1@ fungo de rizosfera 305
Chaetomium sp. EU035795
Chaetomium sp. AJ279468
83| Paecilomyces sp. EF550986
Paecilomyces major DQ243696
4 fungo endofitico de raiz 120
Thielavia hyrcaniae AJ271581
2| Thielavia terricola AJ271579
67 Thielavia rapa-nuensis AJ271580
@ fungo endofitico de raiz 25 B
soil fungal sp. EU076954 B
fungo de rizosfera 126.2
100/ |4 fungo endofitico de raiz 188
fungal sp. AY699663
87 961 Chaetosphaeria chloroconia AF178542
100 | Thozetella gigantea AY331002
Thozetella gigantea AY331001
100 leaf litter ascomycete AF502902
55 ® fungo endofitico de raiz 257
91 4 fungo endofitico de raiz 187
Myrmecridium schulzeri EU041772 P
100} Myrmecridium schulzeri EU041774 Sordariomicetidae
fungo de rizosfera 306
@ fungo endofitico de raiz 47
@ fungo endofitico de raiz 251
fungo de rizosfera 287
fungo de rizosfera 275
D. phaseolorum var. caulivora EF594039
D. phaseolorum var. meridionalisFJ357155
Diaporthe meridionalis AJ312361
95| D. phaseolorum var. meridionalisEF594044
Diaporthe phaseolorum AF001016
fungo endofitico de raiz 173
&1/ 49 fungo endofitico de raiz 164
ﬁigrospora oryzae GQ176275
fungo endofitico de raiz 286 P . .
Nigrospora oryzae GQ221861 Sordariomicetes incertae sedis
4] Nigrospora oryzae EU529995
60! Nigrospora oryzae EU529994
Nigrospora oryzae FJ904917
fungo de rizosfera 156
100 | 4 fungo de rizosfera 158
@ fungo de rizosfera 133
@ fungo de rizosfera 150
Xylariales sp. DQ384572
Microdochium sp. AF455402
Microdochium nivale EF187912 TSR
Microdochium nivale AF067642 Xilariomicetidae
75 uncultured soil fungus DQ421204
uncultured soil fungus DQ421203
ascomycete sp. DQ092523
4 fungo endofitico de raiz 183
fungo de rizosfera 155
@ fungo endofitico de raiz 195 i
— Pyricularia parasitica AY265340 et
100 — 4 fungo de rizosfera 31 ] Sordariomicetidae
Thanatephorus cucumeris EU244844

7

L

: Sordariomicetidae

98

0.05

Figura 3.9 - Filograma construido pelo métodd\a@gghbor-joiningcom base no modelo de Jukes e Cantor para as
sequéncias da regido ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA de storaicetos da classe Sordariomicetos, isolados
de raizes e rizosfera de cana-de-aglcar. Sequéteiasferéncia do GenBank foram utilizadas para
comparacdo entre os isolados. As sequéncias ohtidgsresente trabalho estdo sinalizadas com o
simbolo ¢. Como grupo externo foi utilizado o basidiomicdteanatephorus cucumeri¥/alores de

bootstrap(n=1000 replicatas} 50 estdo demonstrados nas intersecgfes dos nia.dgaescala = 0,05
substituicbes por posicao
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85 Cosmospora episphaeria F1474073

Fusarium ciliatum EU860077

Cosmospora vilior NVU57673

Fusarium aquaeductuum FJ624268

Fusarium sp. EU860075

Sepedonium boletiphagum AF054867

Hypocreales sp. F1439575

Fungal endophyte sp. EU686129
fungo de rizosfera 249

9 | Fungal wood isolate AF437753 Hipocreales

@ fungo de rizosfera 294

Hypocreales sp. FJ770062

Hypocrea virens FJ861395

100 Bionectria cf. ochroleuca EU552110

Mariannaea elegans EU520222

Fusarium proliferatum GQ121284
Acremonium strictum GQ376096

4 fungo de rizosfera 43

Leaf litter ascomycete AF502665

@ fungo endofitico de raiz 281

61
99 !_< @ fungo endofitico de raiz 285

E. pulchellarootassociatedfungusAY 627828
71 Magnaporthe rhizophila DQ528790

97
T_ﬂM agnaporthe poae DQ528789
99

Harpophora maydis AY428788
Gaeumannomyces graminis EF187917 Magnaporthaceae
G. graminis var. graminis U17213
Gaeumannomyces sp. AJ010038
71/} Gaeumannomyces cylindrosporus U17217
Buergenerula spartinae AF422962
Phialophora sp. EU636699
90 — Xylaria sp. FJ487924
Xylaria acuta DQ491493
Hypoxylon anthochroum DQ201126
o8 Pestalotiopsis theae DQ813432
Pestalotiopsis sp. GU325687
@ fungo de rizosfera 133
91| @ fungo de rizosfera 158
@ fungo de rizosfera 150
@ fungo de rizosfera 156 Xilariales
Uncultured fungus FN397354
Microdochium nivale FN394723
Monographella nivalis FJ614640
Xylariales sp. DQ384572
Microdochium sp. FN386305
Uncultured fungus FN391313
Monographella stoveri F1430601
Microdochium bolleyi AJ279475 |
Sarcopodium oculorum EF063140
L——— Variocladium giganteum DQ202520
Blumeria graminis AF073352
Pezicula carpinea AF141197
Phialophora sp. AF083199 .
Leptodontidium elatius GU067735 Ascomicota
60 Scytalidium ligniola GU062260
N Scytalidium lignicola F1903317
Scytalidium lignicola FJ903345
Uncultured Pezizomycetes GQ268567
: fungo endofitico de raiz 67
E fungo de rizosfera 33 . .
Ascomycota sp. GQ370375 Ascomicota mitospérico
Fungal sp. DQ093722
Uncultured ascomycete AY273308
4 fungo endofitico de raiz 199
881 @ fungo de rizosfera 179
4 fungo de rizosfera 303
Mycosphaerella africana AY490773
@ fungo de rizosfera 210
Uncultured fungus AB222635
o7 [ Cladosporium cladosporioides EU622927
Uncultured ectomycorrhiza FJ266727
Cladosporium cladosporioides EU888914 Capnodiales
Uncultured endophytic fungus EF504570
Cladosporium cladosporioides FJ904921
Cladosporium cladosporioides FJ884079
Dothideomycetes sp. GQ153155
Botryosphaeria dothidea FJ755214
83 Cladophialophora sp. EU137293
Cladophialophora sp. FJ385276
@ fungo de rizosfera 5
Cladophialophora boppii AB488491
Cladophialophora sp. FJ265752
76, Phaeococcomyces catenatus AY843041
E 52?::;::%‘;[;}’;:: 5803333801 Herpotrichiellaceae mitospérico
@ fungo de rizosfera 213
Exophiala sp. EU035422
Phialocephala fluminis AF486124
Uncultured fungus FN296243
@ fungo endofftico de raiz 53
Root associated fungal sp. EU888622
100 Penicillium pinophilum FJ571472
Penicillium marneffei F1456351
997 Aspergillus fumigatus GQ461909
Aspergillus terreus GU564261
Gloniopsis praelonga EU552133
97 Epicoccum nigrum EU715664
. Alternaria tenuissima FJ755240
@ fungo endofitico de raiz 221
Fungal endophyte FN394695
Uncultured ascomycete EU520609
Uncultured soil fungus DQ420981
95 Paraconiothyrium brasiliense EU295637 Montagnulaceae
Paraconiothyrium brasiliense AY642531
Paraphaeosphaeria sp. FJ770071
Paraphaeosphaeria sp. DQ092522
Gongronella butleri GU244499

100

92
94

—
0.05

Figura 3.10 - Filograma construido pelo métoddN@eghbor-joiningcom base no modelo de Jukes e Cantor para as
sequéncias da regido ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA de skbmicetos isolados de raizes e rizosfera de
cana-de-acucar. Sequéncias de referéncia do GenBaai utilizadas para comparacdo entre os
isolados. As sequéncias obtidas no presente tialesitdo sinalizadas com o simbeloComo grupo
externo foi utilizado zigomicet@ongronella bulleri.Valores debootstrap(n=1000 replicatas} 50
estdo demonstrados nas interseccdes dos nds.dgagszala = 0,05 substituicdes por posicdo
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a
@ fungo de rizosfera 274
3 Mucoromycotina sp. GQ241272
8211 @ fungo de rizosfera 138
9311 Gongronella butleri GU244499
83[L Gongronella sp. GU244500
100 3 - Mucoromycote sp. EU076944
Soil fungal sp. EU076948

74 L Gongronella lacrispora GU244498
o5 Cunninghamella septata AF346408

100 Cunninghamella homothallica AF254941

Cunninghamella elegans AF346409

100 | Absidia repens AY944891
L Absidia repens EF030528 Zigomicota/Mucoromycotina
Rhizopus microsporus AY243961
Amylomyces rouxii AF115724
Pilobolus crystallinus F3160958
Chaetocladium jonesii EU484204
Gilbertella persicaria AJ278362
Blakeslea trispora AJ278366
100 —— @ fungo de rizosfera 304
L Uncultured fungus FJ197923

Endogone pisiformis AF006511

o
Endogone lactiflua AY997045

100 — Mortierella alpina FN598954
L Mortierella chlamydospora AB476422 B

Penicillium pinophilum FJ571472

68

0.05

Gomphus bonarii EU846244
Hysterangium thwaitesii EU784367
Sphaerobolus ingoldii AY654738
Clavariadelphus truncatus AJ292288
Gloeophyllum sepiarium AY089732
Hyphoderma setigerum GQ421323
Trichaptum abietinum FJ824644
Pseudohydnum gelatinosum AF384861
Exidiopsis grisea AF291281
Auricularia mesenterica AF291271
Clavulina cinerea AY456339
Calostoma berkeleyi F1710189
Ustilago sparsa AY 345008
Megacollybia rodmani EU623781
Oxyporus latemarginatus GU062267
Gloeoporus pannocinctus AY219361
Coprinus sterquilinus EU326221
Filobasidium capsuligenum AF444382
Corticium salmonicolor EU435013
Rhizoctonia bataticola EU375550
Calocera sp. GQ411508
Cantharellus lutescens GU373513 P
@ fungo endofitico de raiz 248 Basidiomicota
— Lentinellus subaustralis AF454427

[
o7l
99 Sistotremastrum sp. AY805625

76

Tomentellopsis sp. EU444546
Tanatephorus cucumeris AF354117
Rhodotorula mucilaginosa GQ368370

99' Rhodotorula sp. GU646862
Agaricus bitorquis AY484696
Phellodon melaleucus AY228355
Fomitiporia sp. GU136228

Polyporoletus sublividus FJ439518
Russula sp. AY456368
Bensingtonia sorbi AY233343
Chionosphaera apobasidialis AF444599
Sporobolomyces diospyroris AB126047
Agaricostilbum hyphaenes AF444553
100 Bulleribasidium oberjochense GU327541
Bullera variabilis AF314969
Efibulobasidium albescens AF384860
Tremellodendron pallidum AF384862
Cyphellopsis anomala AY571037
Melampsoridium hiratsukanum AY394711 B
Pilobolus kleinii FJ160957

BO

—
0.05
Figura 3.11 - Filogramas construidos pelo métodbleighbor-joiningcom base no modelo de Jukes e Cantor para
as sequéncias da regido 1TS1-5,8S-ITS2 do rDNAsd&ados fungicos da comunidade de fungos
associados a cana-de-acuca).Rilograma para fungos do filo Zigomicota/Mucorauntina, onde foi
usado como grupo externo o ascomicesamicillium pinophilum (b) filograma para fungos do filo
Basidiomicota, onde foi usado como grupo externmigmmiceto Pilobolus kleinii Sequéncias de
referéncia do GenBank foram utilizadas para congdarantre os isolados. As sequéncias obtidas no
presente trabalho estdo sinalizadas com o siméoltalores debootstrap(n=1000 replicatas}y 50
estdo demonstrados nas interseccdes dos nés.dgaesala = 0,05 substituicées por posicédo
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Tabela 3.2 - indices de diversidade (Shannon-Wjeaeriqueza (Chaol) obtidos a partir da anélise da
variacdo entre as sequéncias da regido ITS1-5,83-6b rDNA dos fungos associados a cana-
de-acucar, nas diferentes similaridades considerada

Comunidade indice de diversidade indice de Riqueza®
fanaica Ni  Ng Nn (Shannon-Wiener - H) (Chao))

9 100% 99% 97% 95% 100% 99% 97% 95%
Endofitos de 122 22 7 3,69 3,50 3,16 3,12 182 98 69 52
raiz (£0,20) (£0,20) (£0,21)  (£0,20) (110-358) (69-175)  (50-123)  (42-85)

: 3,94 3,77 3,51 3,45 156 147 145 121
Rizosfera 127 29 16 #0,17) (£0,19) (+021)  (+0,20) (106-268) (97-265)  (88-296)  (76-244)
Total? 249 35 23 4,24 4,06 3,64 3,53 253 173 134 98

(£0,14) (+ 0,14) (£017) (+0,17) (178-403) (128-268) (100-210) (80-141)

Ni — nimero de isolados flngicos;

Ng— numero de géneros identificados na amostragenadagi);

Nn — namero de isolados fungicado identificadoem nivel de género;

! valores dos indices estdo apresentados para eermis niveis de similaridade entre as sequédeiasucleotideos
(100%, 99%, 97% e 95%), e os desvios para intena@o 95% de confidéncia estdo apresentados enéntpaes;

2 Consiste do agrupamento dos fungos endofiticosatecom os fungos da rizosfera, representandonsuciiade
fungica associada a cana-de-agicar como um todo.

diversidade e riqueza de fungos, uma vez que dsemabtidos K’ g50=3,53; H’ (9706=3,64;
Chaokges:=98; Chaolgre=134) sédo considerados altos para os niveis déasitaide adotados
(Tabela 3.2). Além disso, a comparacao dessesemeéiatre as populacdes de fungos isolados do
interior de raizes (endofitos) e da rizosfera iadiama forte tendéncia de que a rizosfera seja um
local de maior diversidade e riqueza fungica, embos valores obtidos ndo tenham sido
significativos no intervalo de 95% de confidéndialfela 3.2).

3.2.2.4 Correlacéo dos géneros com local de isolamtw (raiz vs.rizosfera)

As semelhancas taxondmicas entre os fungos isoldeloaiz (endofitos) e da rizosfera
foram determinadas pelo célculo do coeficienteidglaridade de Jaccard (J), considerando os
géneros que ocorrem em cada comunidade. O valadoolf=0,343) indicou que essas
comunidades devem ter maior nimero de géneros adeéacia restrita do que géneros em
comum. Essa caracteristica das comunidades podeetieor visualizada na Figura 3.13, onde a
porcentagem dos géneros e proporcdo de ocorréntizaela local de isolamento (raiz ou
rizosfera) estdo representados. O grafico mostoa, gxemplo, que 8 génerof\dephala,
Alternaria, Myrothecium, Nigrospora, Phomopsis, Saricola, Thielaviae Thozetella foram
observados apenas na comunidade fungica de ergl@@oraiz, enquanto que 15 géneros
(Acremonium, Cladophialophora, Cladosporium, Colletthum, Cunninghamella, Curvularia,

Exophiala, Mariannaea, Myrmecridium, Paecilomydearaphaeosphaeria, Phoma, Pyricularia,
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namero de filotipos

numero de filotipos

714
66 1

56 1
51 1
46 4
41 4

314
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Figura 3.12 - Andlise de rarefacdo mostrando o mdresperado de filotipos componentes das populad@®ésngos
associados a cana-de-acgucar, para os diferentess nie similaridade entre as sequéncias de
nucleotideos da regido ITS1-5,8S-ITS2 (100%, 99%6 % 95%) dos isolados flingicosa) (
Comparacao entre nimero de filotipos esperadogpopulacdo de fungos endofiticos de raiz e para a
populacdo de fungos da rizosferd) (NUmero de filotipos esperado para a comunidachgida
associada a cana-de-acucar como um todo (enddétosiz + fungos da rizosfera)
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Sagenomellae Scolecobasidiuin foram observados apenas na rizosfera. Além disso,
considerando os géneros mais frequentes, foi pEssbservar que alguns deles parecem ser
predominantes em apenas um local avaliado (endidit@iz ou rizosfera). O géneispergillus

por exemplo, foi observado em frequéncia duas vemasr na rizosfera do que nas raizes e, em
contrapartida, 80% dos isolados do génEusarium foram isolados como endoéfitos de raiz
(Figura 3.13). A andlise dos componentes princiflRGA) confirmou essas tendéncias citadas
anteriormente, pois a posicdo das amostras emcgrafonsiderando os dois primeiros
componentes principais (Figura 3.14), os quaisiexam 63,2% da variancia das amostras,
permitiu a definicdo de dois grupos: grupo 1, abnalgp apenas amostras de fungos da rizosfera
(R2); e grupo 2, englobando a maioria das amosdgdsngos endofiticos (R). Isso significa que
o local de isolamento (raiz ou rizosfera) é fatetedmninante da variacdo observada no conjunto
de dados, isto €, ele determina a composicdo daridade fungica associada a cana-de-acguUcar,

em termos de frequéncia e ocorréncia de géneros.

W Rizosfera
O Endéfito de raiz

%
o «w 6 & 8 & 8
Acephala tl | | | | | |
Acremonium 1
Alternaria [
Aspergillus [
Bionectria M
Chaetomium [l
Chaetosphaeria [l
Cladophialophora 1
Cladosporium
Colletotrichum
Cunninghamela W
Curvularia |1
Diaporthe [
Dokmaia [
Epicoccum [
Exophiala 1
Fusarum [ 1l
Mariannaea |
Microdochium [
Myrmecridium 1
Myrothecium [
Nigrospora 0O
Paecilomyces |
Paraphaeosphaeria |
Penicilium [
Phoma |
Phomopsis
Pyricularia 1
Resinicium O
Saccharicola [
Sagenomella |
Scolecobasidium W
Thielavia 0O
Thozetella [
Trichoderma [l
Né&o identificado

Figura 3.13 — Porcentagem de ocorréncia de cadergé@iservado na comunidade fungica associadaadean
acucar e a proporcao relativa de ocorréncia dedaaam o local de isolamento (raiz ou rizosfera)
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Figura 3.14 — Analise de componentes principaisA)P& partir da ocorréncia dos diferentes génerogifios na
comunidade de fungos endofiticos da raiR() e na comunidade de fungos da rizosf&r&Z). Os
valores nos eixos indicam a porcentagem da vads&dos dados explicada pela distribuicdo das
amostras nos respectivos eixos

3.2.3 Discusséao

Fungos associados as plantas sdo imensos res@vaté novos compostos quimicos,
atividades biolégicas e processos biotecnolégicogp potencial encontra-se precariamente
explorado. A diversidade estimada para esses rg@n@mos € imensa, porém menos de 7 % das
espécies fungicas é conhecida (HAWKSWORTH, 2004)edD0asso numero de trabalhos a
respeito de comunidades fungicas em ambientescéigpialiada ao fato de que a diversidade
esperada nesses ambientes é ainda maior, tem lestimuumapeamento da diversidade flngica
em plantas tropicais nos ultimos anos. O preseatmihou buscou acessar a diversidade da
comunidade de fungos associados a cana-de-aclessanpe em dois locais diferentes, interior
das raizes (enddfitos) e rizosfera, e avaliar aipekspresenca de correlacdo entre a composicao
da comunidade fungica e os locais de isolamentiiaaias.

A identificacdo taxondmica de 249 isolados fungjcmbtidos anteriormente em

experimento descrito no Capitulo 2 do presentealinab foi realizada por métodos moleculares e



153

analises de bioinformatica. Tradicionalmente, @maxnia de fungos é baseada em caracteristicas
morfolégicas e de estruturas reprodutivas (SETTEalgt 2006). Entretanto, esses métodos
convencionais de identificacdo sdo muito trabalb@saemorados (WU et al., 2003), além do
mais, fungos que nao esporulam, ou esporulam npoteco, geralmente ndo podem ser
identificados. O advento de sistemas de identifiodgaseados na diversidade de sequéncias de
DNA trouxe um grande avanco no campo da taxonorBsses métodos oferecem alta
sensibilidade e especificidade, podendo ser utitiza para realizacdo de classificacOes
taxondmicas em diferentes niveis hierarquicos (SEEI al., 2006). No presente estudo,
inicialmente, a precisédo da identificagdo taxon@mrde isolados fungicos utilizando diferentes
regides do rDNA, ITS1-5,8S-ITS2 ou fragmento do,ll8Scomparada através da construcao de
arvore filogenética para 27 sequéncias de fungokdes de cana-de-agclcar e sequéncias
similares disponiveis no banco de dados GenBankefidtados mostraram que a utilizacdo da
regido ITS1-5,8S-ITS2 no agrupamento filogenétiesnptiu a classificagdo taxonémica de
fungos em niveis inferiores de taxons aqueles obtklo uso da sequéncia do 18S. De fato,
sequéncias ITS geralmente fornecem resolucdes Genioas maiores que sequéncias geradas a
partir de regibes codantes (ANDERSON; CAIRNEY, 200é4 tém sido extensivamente
utilizadas na identificacdo taxondmica e filogemia fungos (ANDERSON; CAMPBELL;
PROSSER, 2003; ARNOLD; MAYNARD; GILBERT, 2001; BAAN et al., 2002; GUO;
HYDE; LIEW, 2000; KERNAGHAN; SIGLER; KHASA, 2003; KEINA et al., 2004;
MORAKOTKARN; KAWASAKI; SEKI, 2007; OKANE; NAKAGIRI; ITO, 2001).

Dessa forma, a classificacdo taxonémica dos 24&dss fungicos foi realizada com base
na regidao ITS1-5,8S-ITS2, e os resultados obtidasnpiram a classificacdo de 65,1% dos
isolados em nivel de género, 25,7% em nivel decesped,2% somente foram identificados em
niveis menos especificos, sendo que alguns detkstpee tratar de géneros ainda nao descritos
na literatura. De maneira geral, foi observado gummunidade fungica associada a cana-de-
acucar é composta por pelo menos 35 géneros disredistribuidos nos filos Ascomicota
(96,0%), Zigomicota/Mucoromicotina (2,4%) e Basidioota (1,6%). A predominancia de
ascomicetos na comunidade fangica isolada de glgatfoi reportada anteriormente (BILLS,
1996; CARROLL, 1988; SRIDHAR; RAVIRAJA, 1995; WANGGUO; HYDE, 2005;
ZIJLSTRA et al., 2005). Isso ocorre principalmeptgque esse tipo de analise esta limitada aos
fungos cultivados e as condi¢cfes avaliadas, oy gpejgavelmente a metodologia e amostragem
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utilizadas foram incapazes de representar adequadanalguns grupos de fungos presentes na
comunidade flngica associada a cana-de-acUcaramda assim o método utilizado fornece
valiosas informacgfGes acerca da quantidade e cogdmosios fungos filamentosos cultivaveis
associados a cana-de-acucar. Ao avaliar a comwniddungos endofiticos de folhas de cana-
de-aclcar transgénica (expressando resisténci@raecida imazapir) e convencional tanto por
métodos dependentes de cultivo como independeStaayt (2006) verificou que o método
dependente de cultivo foi incapaz de detectar aepiga de basidiomicetos, os quais estavam
presentes e foram observados por meio da anatispendente de cultivo, utilizando iniciadores
que amplificam preferencialmente esse grupo parastagdo de uma biblioteca de
metagendmica. Na verdade, basidiomicetos raransfitteisolados pelo método do cultivo de
fragmentos vegetais em meio de cultura, ou porsediem identificados, ja que a maioria dos
trabalhos tem focado em fungos que esporulam, vuae@o tipo de tecido vegetal amostrado
(CROZIER et al., 2006). De fato, discrepanciaseeas comunidades fungicas avaliadas pelos
métodos dependente e independente de cultivo @mrslatadas na literatura (GOTZ et al.,
2006; ZUCCARO; SCHULZ; MITCHELL, 2003).

O filo Ascomicota foi representado por quatro @as@Eurotiomicetos, Sordariomicetos,
Dothideomicetos e Leotiomicetos), sendo que as @guagiras juntas representaram cerca de
80% da comunidade fangica avaliada. Os géneros Mmaigientes Renicillium, Fusarium,
Aspergillus, Trichoderma Epicoccum compreenderam 65,4% dos isolados e, em contid@art
46% dos géneros observados foram representadosagmmas um isolado. Esses dados
corroboram resultados obtidos anteriormente acedec&ungos associados as plantas, em que
geralmente um grande numero de espécies podeotatdsde um determinado hospedeiro, mas
gue apenas algumas espécies estdo presentes didapemsignificativas (espécies dominantes)
(DUNHAM; LARSSON; SPATAFORA, 2007; MACIA-VICENTE e4l., 2008; PETRINI et al.,
1992). O géner&picoccum quinto mais frequente na comunidade fungica @da@ cana-de-
acucar, ja foi observado anteriormente como eral@é bananeira (PEREIRA; CARNEIRO-
VIEIRA; AZEVEDO, 1999) e macieira (CAMATTI-SARTOREt al., 2005), e também na
micobiota da rizosfera de trigo (DAL BELLO; SISTERNMONACO, 2003). Ja os géneros
Penicillium, Fusarium, Aspergillug Trichodermatém sido extensivamente relatados como
endofitos de diversos hospedeiros, em alguns camxbgsive, como 0s géneros mais frequentes.
No estudo de Cao, You e Zhou (2002), por exempo fumgos endofiticos de raizes de
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bananeiras mais frequentemente isolados pertena@sngénerosAspergillus, Penicilliume
Fusarium.Em neem predominaram os génefoshodermae Aspergillus(VERMA et al., 2007)
e em trigo,Fusariume Penicillium (LARRAN et al., 2007). Além disso, esses génerashm
tém sido comumente isolados da rizosfera de outmspedeiros, comd’icea mariana
(VUJANOVIC et al.,, 2007), milheto (KUMAR et al., R28), cevada (ORAZOVA,;
POLYANSKAYA; ZVYAGINTSEV, 1999) e juta (BASHAR; KHAUN, 1999).

Os génerosPenicillium (teleomorfo Talaromycesou Eupenicilliun) e Aspergillus séo
ascomicetos da familia Trichocomaceae. Muitas espéessa familia possuem importancia na
medicina, microbiologia industrial, agricultura,olleterioracdo e biotecnologia (SEIFERT;
LEVESQUE, 2004). Em plantas, esses géneros podemerssontrados como patdégenos,
geralmente sem grande importancia econdmica, e é@mmbomo enddfitos de diferentes
hospedeiros (AGUSTA; OHASHI; SHIBUYA, 2006; CAO; Y ZHOU, 2002; LARRAN et
al., 2007; SANTOS et al., 2003; VERMA et al., 200/p presente estudo foram observadas
pelo menos trés espécies diferentedsigergillus(A. brasiliensis, A. fumigatusA. terreu$ e de
Penicillium (P. pinophilum, E. javanicura T. trachyspermys O génerd~usarium(teleomorfo
Gibberellg é descrito tanto em plantas herbaceas como émdaa como importante patégeno
causador de grandes perdas econbmicas. Em carmgchasaas espécieB. verticillioides
(Gibberella fujikuro) e F. subglutinanssdo descritas como agentes causaiBakkah-boeng
podriddo deFusarium podendo ocorrer como patdégenos latentes, queauticbes de estresse
podem manifestar a doenca na planta (TOKESHI; RAG@)5). Os fungos desse género
também tém sido isolados como endofiticos de véispedeiros, por exemple, mangiferaee
F. sterilihyphosumem mangueiras (BRITZ et al.,, 200F, solaniem palmeiras (TAYLOR,;
HYDE; JONES, 1999)F. cf. avenaceum, F. decemcellulagd-. solaniemManilkara bidentata
(LODGE; FISHER; SUTTON, 1996) &. graminearumem trigo (LARRAN et al., 2007).
Inclusive, algumas linhagens endofiticas da espEci®xysporumpossuem potencial para
utilizagdo como agentes de controle biologico, coradficado em pepino contra o patégeno
Pythium ultimum(BENHAMOU; GARAND; GOULET, 2002). No presente trédiha 42 isolados
foram afiliados a esse género, sendoFuaxysporunfoi a espécie predominate.

O géneroTrichoderma(teleomorfoHypocreg abrange fungos de solo, raizes e folhas,
gue se destacam pelo rapido crescimento, capacdiadélizar diferentes tipos de substratos e
resisténcia a compostos nocivos (KUBICEK et alQ3)0Eles possuem distribuicdo cosmopolita,
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sendo predominantes na micobiota de varios solalfelentes zonas climéaticas (DANIELSON;
DAVEY, 1973; KLEIN; EVELEIGH, 1998; ROIGER; JEFFERSCALDWELL, 1991,
WARDLE; PARKINSON; WALLER, 1993), mas também téndsiobservados como enddfitos
em cacaueiro (BAILEY et al., 2008; DE SOUZA et &008; EVANS; HOLMES; THOMAS,
2003), neem (VERMA et al., 2007), bananeira (PHONIEt al., 2001) e figueira
(SURYANARAYANAM; VIJAYKRISHNA, 2001). Algumas espées desse género possuem
importancia econémica em funcdo da grande capazidadproduzir enzimas e antibidticos,
potencial como agente de controle biologico e Iddide de induzir crescimento e
desenvolvimento vegetal (HARMAN, 2006; HARMAN et,&004). No presente estudo, onze
isolados foram classificados comiwichoderma,e pelo menos duas espéciés,virense T.
asperellumpuderam ser identificadas.

A comparacdo dos dados sobre a comunidade fungis® drabalho com a literatura
disponivel para cana-de-acUcar, mesmo que aind® msgassa, revelou a presenca de géneros
fungicos cosmopolitas nessa cultura, isto €, géngue foram observados neste e em mais algum
outro estudo, indicando que a associacdo deles ptamas de cana-de-acUcar deve ser um
fendbmeno comum na natureza. Para a micobiota dafeia os géneros cosmopolitas foram
Acremonium, Aspergillus, Cladosporium, ChaetomiGomninghamella, Curvularia, Fusarium,
Penicillium, Trichoderma Paecilomyce$ABDEL-RAHIM; BAGHADADI; ABDALLA, 1983;
EL-AMIN; SAADABI, 2007; EL-HISSY; ABDEL-HAFEZ; ABDH.-KADER, 1980; EL AMIN;
ABDALLA, 1980). Ja a micobiota endofitica cosmopolita compreendegémerofspergillus,
Epicoccum, Fusarium, Penicilliue Trichoderma(FAVARO, 2009; STUART, 2006; STUART
et al., 2010; VON MUHLEN; SILVA, 2005). Além dissmutros géneros identificados no
presente trabalho ja foram descritos anteriormenteo endofitos de plantas tropicais, como
Alternaria em cajueiro (FREIRE; BEZERRA, 2001)Diaporthe em Camellia sinensis
(AGUSTA; OHASHI; SHIBUYA, 2006),Nigrosporaem bananeira (PHOTITA et al., 2001) e
Cuscuta reflexa(SURYANARAYANAN; SETHILARASU; MURUUGANANDAM, 2000),
Phomopsisem cajueiro (FREIRE; BEZERRA, 2001) e bananeira@®HA et al.,, 2001), e
Thielaviaem Rhizophora apiculatae R. mucronata SURYANARAYANAN; KUMARESAN;
JOHNSON, 1998).

A impossibilidade de identificar em nivel de génarna porc¢ao (9,2%) da comunidade

fungica associada a cana-de-agucar avaliada nenpeesabalho pode estar associada a falta de
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sequéncias da regido ITS1-5,8S-ITS2 de represestdot género disponibilizadas no GenBank,
a limitagbes da técnica utilizada e ao fato deajgens isolados podem se tratar de espécies que
ainda nao foram descritas na literatura. Inclusiestre os fungos néo identificados, trés isolados
(248, 281 e 304) tém grande potencial como novaosspuma vez que nos filogramas
construidos eles se distanciaram notavelmente do®sogéneros fungicos, e estudos mais
detalhados devem ser conduzidos para identificagd@guada desses isolados. A descoberta de
novas espécies fungicas a partir da analise de midades de fungos associados as plantas é
esperada, ja que as vasta diversidade plantaslasescié considerada o maior reservatorio de
novos fungos (HAWKSWORTH; ROSSMAN, 1997).

A construgédo das curvas de rarefacdo mostrou caastragem utilizada no presente
trabalho, ainda que considerada pequena em meipragrcdes esperadas de diversidade
fungica, foi suficiente para acessar a diversiddoe fungos associados a cana-de-acucar nos
niveis de similaridade de 95% e 97%, os quais pasEmeonsiderados representativos do nivel
taxondmico de géneros (embora esta seja apenasgenggalizacdo, ja que as similaridades
variam consideravelmente de acordo com o fungo @estg§o). Nesse ponto vale lembrar que,
embora a amostragem adotada no estudo nédo terthaudiciente para esgotar a diversidade da
comunidade avaliada, ela conseguiu determinar imsrgé dominantes e pelo menos uma porcao
dos géneros de baixa ocorréncia. Segundo Sieb8R)28mostras relativamente pequenas sao
suficientes para detectar as espécies dominantégndes endofiticos de raiz. Os indices de
diversidade (Shannon-Wienner) e rigueza (Chaoljlobtpara as similaridades de 95% e 97%
foram altos K’ (950%=3,53; H’(97067=3,64; Chaokese,=98; Chaoker,=134), indicando que a
comunidade de fungos associados as raizes de eaa@idar (endofitos e micobiota da
rizosfera) abriga grande diversidade e riquezaudgds. Além disso, os dados de rarefacéo,
diversidade e riqueza indicaram que a comunidadiinigos endofiticos de raiz abrange uma
menor diversidade de géneros fungicos do que abmizoda rizosfera. O que de certa forma é
esperado, considerando a enorme densidade de fungoscolonizam o solo e o efeito
rizosférico. A existéncia do efeito rizosférico tiidenciada no estudo conduzido por Gomes et
al. (2003), onde a comparacao entre perfis de D@&Eomunidades fungicas da rizosfera e de
solo cultivado com milho revelou um aumento sulisgnna abundancia relativa de
determinadas populac¢des fungicas na rizosfera. Eanebdiversidade de fungos endofiticos tenha
sido menor do que da micobiota da rizosfera, orvalatido H'=3,12) é equivalente ao
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encontrado em estudos com endofitos de outros Hespe (CHOI, 2002; MINGUEL;
BAYMAN, 2003). Além da diferenca na diversidadeegentada pelas comunidades fungicas de
raiz e rizosfera, os dados de coeficiente de sididde (J=0,343), da frequéncia e distribuicdo
dos géneros por local de isolamento e da PCA mastrajue essas comunidades fungicas
também diferem na composicdo e propor¢cdo de owarétos géneros, ou seja, além dos
géneros em comum, alguns géneros sao restritosremiompinam em determinado local de
isolamento (raiz ou rizosfera). Essa especificidage comunidades fungicas ao local de
isolamento ja foi descrita anteriormente em oulraspedeiros (FROHLICH; HYDE; PETRINI,
2000; KUMAR; HYDE, 2004; SANTOS et al., 2003), er@ee ser relativamente comum para
fungos jA que cada tecido da planta, solo ou mzaspossuem diferentes propriedades e
constituem diferentes micro-ambientes.

No presente trabalho, 249 fungos pertencentes artdade fungica associada a cana-de-
acucar, isolados do interior de raizes e da rizasferam identificados. A predominancia do filo
Ascomicota e dos géner@enicillium, Fusarium, Aspergillus, TrichodernegEpicoccumforam
caracteristicas evidentes da comunidade avaliadga.miobiotas endofitica e da rizosfera
apresentaram diferencas na diversidade, composichequéncia de ocorréncia de géneros
fungicos, indicando a existéncia de especificidadelocal de isolamento. Esse € o primeiro
trabalho envolvendo a identificagdo molecular degremde numero de isolados e descri¢do da
diversidade de fungos na cultura da cana-de-actdam disso, a utilizacdo do método
dependente de cultivo permitiu a obtencdo de ureg@o de linhagens fungicas, as quais podem
ser utilizadas em trabalhos futuros, em busca dapoeensdo da interagdo com a planta
hospedeira e avaliacdo do potencial de aplicag&ontEsmos na agricultura ou em processos

biotecnolégicos.
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4 TRANSNFORMA(;AO GENETICA DO FUNGO Trichoderma virensE ESTUDO DA
INTERACAO COM PLANTAS DE CANA-DE-ACUCAR

Resumo

O fungoTrichoderma virengteleomorfoHypocrea virengé considerado um dos agentes
de controle biolégico mais versatil e eficaz comt@caté o momento. Essa espécie,
frequentemente encontrada como sapréfita de salmbdém pode estabelecer interacdes
simbidticas com plantas, contribuindo com a res@ta doencas e promocao de crescimento. A
presenca desse fungo como endofito de raiz em dewagticar abriu a possibilidade da
realizacdo de um estudo mais detalhado da intefag@censcana-de-acucar. Assim, 0 presente
trabalho teve como objetivos: a) estabelecer untopoto de transformacdo pelo sistema
Agrobacterium tumefaciensaraT. virens b) gerar mutantes com resisténcia a higromicina B e
expressando a proteina GFP; c) confirmar o comperé endofitico d&. virensem cana-de-
acucar via reisolamento e estudar a colonizacateddos radiculares de cana-de-aglcar por
microscopia Optica de fluorescéncia (MOF) e mioopsz eletrbnica de varredura (MEV) e d)
estimar os efeitos desse fungo no crescimento edolde biomassa de plantas de cana-de-
acucar, arroz e feijdo. A agrotransformacaolderirensfoi realizada com sucesso a partir da
determinacdo das condi¢cdes mais adequadas, asioglaisam a utilizacdo de membranas de
nailon ou papel de filtro, carga de in6culo’ nidios.mL*, 36 horas de co-cultivo, 200 ou
400 pM de acetoseringona no meio de co-cultivo redigdonormal ou comsobrecamadano
meio de selecdo. A eficiéncia média de transformantffida com essas condi¢des foi de 11,5
transformantes por 1@onidios.mL}. Os transformantes obtidos apresentaram altaikcaale
mitotica e a insercdo do T-DNA no genoma do furgi@dnfirmada por PCR $outhern blatO
transformanteT 20, cujas caracteristicas morfoldgicas, taxa de oresto e esporulagdo sao
muito semelhantes as da linhagem selvagem, focisekdo para os estudos de interagcao via
reisolamento e microscopia. O reisolamento da jehal 20 apds 20, 40 e 60 dias da inoculagéo
confirmou queT. virensé capaz de colonizar plantas de cana-de-acucafitgatoente, e que
esse fungo se localiza preferencialmente nas rdaz@ganta. O monitoramento da colonizacéo a
partir da andlise da superficie de raizes sob MOWEY revelou queT. virens coloniza
intensamente as superficies do tecido radiculadasegue as hifas do fungo formam uma densa
camada micelial em torno das raizes. Aléem dissparéir de cortes histologicos, também foi
observado qué. virensé capaz de penetrar o tecido radicular, e locakzpreferencialmente no
espaco intercelular das primeiras camadas da epédéx inoculacédo dé&. virensem plantas de
cana-de-agucar e feijdo ndo promoveu qualquerglerno crescimento e acumulo de biomassa
das partes aérea e radicular das plantas, indicgunel@a colonizacdo dessas plantasipairens
ndo leva a alteracdes fenotipicas detectaveis. Epe,aentretanto, esse fungo parece ter
promovido mudancas fisiologicas que levaram a plaracumular maiores quantidades de agua e
menor biomassa nas raizes, em relacdo as plam#asleo Os resultados obtidos neste estudo
constituem um passo importante na busca da cong#feetio papel dos fungos endofiticos
durante a interacdo com a planta hospedeira, emtbevado a complexidade dessas interacdes,
muitos outros aspectos ainda devam ser investigados

Palavras-chaveTrichoderma virens Agrotransformacéo; Interacdo fungo-planta; Casa-d
acucar; Reisolamento; Microscopia
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4 GENETIC TRANSFORMATION OF THE FUNGUS Trichoderma virensAND STUDY
OF THE INTERACTION WITH SUGARCANE PLANTS

Abstract

The fungusTrichoderma virengteleomorphHypocrea virensis considered one of the most
versatile and effective biocontrol agents studaddte. This species is commonly found as a soil
saprophyte, but it can also interact symbioticallith plants, taking part in plant disease
resistance and growth promotion. The finding tha$ fungus is a sugarcane root endophyte
opened the opportunity to study the interactionvirenssugarcane in detail. Taking this into
consideration, the goals of the present work wajeo set up amgrobacterium tumefaciens-
mediated transformation protocol fdr. virens b) to generate hygromycin B resistant and
GFP-expressing mutants; c) to assure the endophigstyle of T. virensin sugarcane by
re-isolation and to study root tissue colonizatioy epifluorescence microscopy (EM) and
scanning electron microscopy (SEM), and d) to eataluhe fungus effects on growth and
biomass allocation of sugarcane, rice and beantglagrobacteriuramediated transformation
was successfully performed by finding the best darts, which included nylon or filter paper
as filters, 10 conidia.mL* as concentration of fungal recipient cells, 36 scas co-cultivation
period, 200 or 400 uM of acetosyringone in co-galibn plates and selective plates with or
without an overlay. The mean efficiency got by gsthese conditions was 11.5 transformants
per 10 conidia.mL}. The mutants generated had high mitotic stabdlitg the T-DNA insertion
on fungus genome was checked by PCR Sodthern blat The T20 transformant, whose
morphologic features, growth rate and conidiatioa 2ery similar to those of the wild type
strain, was selected to perform the interactionlysiga by re-isolation and microscopy. The
re-isolation of ther20 strain after 20, 40 and 60 days of inoculation wargd thatT. virensis
able to colonize endophytically sugarcane plangnd localized mostly in root tissues. The
microscopy observations (EM and SEM) of entire saetvealed thal. virenscolonizes surfaces
of root tissues, and a dense mycelia cover is fdrime the fungus hyphae over the roots. In
addition, by sectioning roots, it was also obseriret T. virensis able to penetrate root tissue
and localizes preferentially in intercellular spaad epidermis’ first layers. Inoculation 4.
virenson sugarcane and bean plants did not promote aaygehon shoot and root growth or
biomass allocation, indicating that the endophyitonization byT. virensdoes not lead to
visible phenotypic changes. In rice, however, flalsgus may have led to plant physiological
changes that induced the plant to accumulate biggesunts of water and lesser amounts of
biomass on roots, compared to the control plante fesults obtained in the present study
represent an important step on the search for w@nocwy the role of endophytic fungi during the
interaction with host plant, altough more aspeasehto be investigated in face of the huge
complexity of these interactions.

Keywords: Trichoderma virens Agrobacteriummediated transformation; Fungus-plant
interaction; Sugarcane; Re-isolation; Microscopy
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4.1 Introducgao

O géneroTrichodermaabrange fungos de solo, raizes e folhas, que Secden pelo
rapido crescimento, capacidade de utilizar difea®tipos de substratos e resisténcia a compostos
nocivos (KUBICEK et al.,, 2003). Algumas espéciesssge género possuem importancia
econdmica em funcdo da grande capacidade de praghzimas e antibioticos, pelo potencial
uso como agentes de controle biolégico (HIJELJORIRONSMO, 1998; KUBICEK;
PENTTILA, 1998; SIVASITHAMPARAM; GHISALBERTI, 1998 pela habilidade de induzir
o crescimento e desenvolvimento vegetal (HARMANakt 2004a). O fungd. virens, por
exemplo, é um saprofita vigoroso que pode senaalt nos mais diferentes substratos e mantido
na auséncia do hospedeiro. Ele tem sido bastahidagl® por ser um micoparasita agressivo
(HOWELL, 1982; TU, 1980), capaz de parasitar naohgas, mas também estruturas de
resisténcia de muitos fungos (ALUKO; HERRING, 19HDWELL, 1982; TU, 1980). Alids, o
micoparasitismo enT. virenstem sido associado com a capacidade de sintejizéinases
extracelulares (BAEK; HOWELL; KENERLEY, 1999). Alénde ser um importante
micoparasita,T. virenstambém se destaca pela capacidade de produzirsvaritbidticos
(HOWELL, 2006). Inclusive, as linhagens de virenspodem ser divididas em dois grupos
distintos de acordo com a producédo de antibiotdOWELL; STIPANOVIC; LUMSDEN,
1993). As linhagens “Q” produzem o antibiético ghxina (WEINDLING, 1941), o qual tem um
amplo espectro de atividade contra bactérias,@uiretos e fungos. As linhagens “P” produzem
o antibidtico gliovirina (HOWELL; STIPANOVIC, 1983kujo espectro de acao se restringe aos
Oomicetos. Curiosamente, estudos tém mostrado qapacidade dé&. virensem atuar como
um agente de controle biolégico tem pouca ou neaht@iacdo com a producdo de antibioticos
(HOWELL; STIPANOVIC, 1995). Os mecanismos empregado controle biolégico pof.
virenstém sido extensivamente estudados em algodao (HQWI®82, 1991, 2002; HOWELL
et al.,, 1997; HOWELL et al., 2000; HOWELL; STIPAN@Y, 1995; HOWELL; STIPANOVIC;
LUMSDEN, 1993), sendo que a capacidade desse f@mgoatuar como um micoparasita,
sintetizar antibioticos, induzir a producao dedlexinas e a resisténcia do hospedeiro tem feito
com que ele seja considerado um dos agentes d®leobniblogico mais versatil e eficaz contra
doencas de raizes e plantulas (HOWELL, 2006).
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Um fato interessante € qUde virenstambémtem sido isolado como endéfito de plantas
(ROMAO; ARAUJO, 2007; TSAVKELOVA et al., 2005). Csiderando que fungos endofiticos
colonizam seus hospedeiros assintomaticamente (&ZE) ARAUJO, 2007; BOYLE et al.,
2001), linhagens endofiticas dB virens sdo fortes candidatos ao controle biolégico de
fitopatdégenos, por ocuparem o mesmo nicho ecolddgstes, o interior das plantas. Além disso,
linhagens deTrichodermaspp. também tém sido largamente descritas como pronstoea
crescimento e desenvolvimento vegetal (HARMAN; BJOIRNN, 1998; RUDRESH;
SHIVAPRAKASH; PRASAD, 2005; VERMA et al., 2007; WAPS; LUMSDEN, 2001), o que
aumenta ainda mais as vantagens da aplicacdofdegeena agricultura.

Grande parte dos estudos de Biologia Molecularenide do uso de estratégias de
transformacdo genética. Dentre os sistemas defdrare;do genética desenvolvidos até o
momento para fungos filamentosos pode-se fazerérefa aqueles que fazem uso de
protoplastos (PEG, eletroporacdo e REMI), bioléstie Agrobacterium tumefaciensA
transformacéo mediada pér tumefacienstradicionalmente utilizada para transformar @&ul
vegetais (EADY et al., 1996; HERNALSTEENS et ab8Q; ISHIDA et al., 1996), também tem
sido empregada em leveduras (BUNDOCK et al., 1986pos filamentosos (DE GROOT et al.,
1998) e até mesmo em células humanas (KUNIK et2@D1). Em fungos filamentosos esse
método de transformacdo tem mostrado uma sérieadiagens em relagcdo aos anteriormente
descritos, principalmente porque consiste de unteglimento simples, de alta eficiéncia,
reproduzivel e que permite a identificacdo dos geiméerrompidos (AMEY et al., 2002;
BUNDOCK; HOOYKAAS, 1996; CAMPOY et al.,, 2003; FITARALD et al.,, 2003;
MICHIELSE et al., 2005; MULLINS et al., 2001; RODRUES-TOVAR et al., 2005). A
maioria dos trabalhos que fizeram uso do sist@grabacteriumpara a transformacao de fungos
observou a insercdo do T-DNA em sitios aleatori@s predominancia de inser¢cdes unicas no
genoma do hospedeiro (COVERT et al., 2001; DE GR@MI., 1998; MORIOKA et al., 2006).
Essa caracteristica torna o0 método de agrotranaf@onbastante atraente quando se deseja obter
fendtipos mutantes e identificar os genes a estdacionados. Diferentes espécies de
Trichodermaja foram transformadas pelo sisterAgrobacterium dentre elasl. asperellum
(CARDOZA et al., 2006),T. atroviride (CARDOZA et al., 2006; ZEILINGER, 2004)T.
hamatum(CARPENTER et al., 2008J,. harzianun{CARDOZA et al., 2006; GAO et al., 2005),
T. longibrachiatum (CARDOZA et al., 2006) eT. reesei (DE GROOT et al., 1998,
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ZHONG et al., 2009; ZHONG et al., 2007), entretarat® o momento esse método néao foi
descrito pard. virens.

Diferentes abordagens podem ser realizadas nalcestia interacdo entre fungos
endofiticos e planta hospedeira. Algumas ferransentamo a transformacdo genética e a
microscopia, facilitam a realizacdo desses estudos.exemplo, o estudo da interacdo fungo-
planta por microscopia tem sido facilitado pelaaducéo de genes reporteres, como o gdne
da agua vivaAequorea victorige outras versdes de proteinas autofluorescere® a proteina
vermelha fluorescente D6Red) do coral Discosoma striata (LORANG et al.,, 2001;
MIKKELSEN et al., 2003). Além da analise por me®mdicroscopia, outra estratégia empregada
nas andlises de interagbes simbibticas entre fumggdantas € baseada na inoculacdo e
reisolamento do fungo endofitico e na aplicacdo @ostulados de Koch (REDMAN;
DUNIGAN; RODRIGUEZ, 2001; SCHULZ et al., 1998; SCHD et al., 1999; SIEBER, 2007).

O presente trabalho buscou avaliar aspectos sadecinteracdo da linhagem endofitica
T.v233 de T. virenscom plantas de cana-de-acucar. Para tal, forandasbtiransformantes
expressando resisténcia ao antibiético higromi@na expressando o gene da proteina GFP, a
partir do estabelecimento do sistema de agrotremsigo paral. virens. As diferentes
abordagens adotadas no estudo revelaram que eggeféu capaz de colonizar plantas de cana-
de-acgucar endofiticamente, localizando-se preféabnente nas raizes, e a sua presenca como
endofito ndo deu origem a alteragfes fenotipictectiveis na plantas.

4.2 Desenvolvimento
4.2.1 Material e métodos
4.2.1.1 Isolado fungico

Trichoderma virensinhagemT.v223 trata-se de um enddfito de raiz de cana-de-acgucar,
isolada anteriormente da variedade SP80-1842, gmeriexento descrito no Capitulo 2 do
presente trabalho. A classificacdo taxondmica diggsagem enT. virens(teleomorfoHypocrea

virens) foi realizada por métodos moleculares dissmée bioinformatica, e encontra-se descrita

detalhadamente no Capitulo 3 deste mesmo trabAllsequéncia de nucleotideos da regido
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ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA da linhagem em questédojzatila na identificacdo taxondmidaj
depositada no banco de dados GenBank sob numeracetso GQ495269. Note que no
Capitulo 3 essa linhagem encontra-se denominada 2@8) e no presente Capitulo a linhagem

foi renomeada parl.v223 apenas para fazer referéncia a classificacamdemica.

4.2.1.2 Transformacao mediada poAgrobacterium tumefaciens

4.2.1.2.1 Teste de sensibilidade da linhagehwv223 a higromicina B

A inibicdo do crescimento d& virens(linhagemT.v223) pelo antibiético higromicina B
foi determinada antes dos experimentos de agrébramacdo. Para a determinacdo da CIM
(concentracao inibitéria minima) a linhagem fandicainoculada em placas de petri contendo
meio BDA (Batata Dextrose Agar, Merck) contendemifites concentracées de higromicina B
(0; 6,25; 12,5; 25; 50; 100 e 200 pg.MLPara cada concentracdo de higromicina B foram
avaliadas 3 cultivos. As culturas foram incubada8%C durante sete dias e entédo o crescimento

do fungo foi avaliado e a CIM determinada.

4.2.1.2.2 Linhagem dé\grobacterium tumefacieng vetor de transformacao

A. tumefacienslinhagem EHA105 contendo o vetor de transformag&o fungos
pFAT-gfp (Figura 4.1) foi gentilmente cedida pelg..éia C. de Lima Favaro (Laboratério de
Genética de Microrganismos, Departamento de Gendiiscola Superior de Agricultura “Luiz
de Queiroz”, Universidade de S&o Paulo, PiracicBbasil) para a realizacdo dos estudos desse
trabalho. O vetor binario de transformacéo preseatinhagem EHA105 foi cedido a Dt éia
C. de Lima Favaro pelo Dr. Kim M. Plummer (CSIRGaRI Industry, Australia). Esse vetor
contém, na regido do T-DNA, o gene de resisténbigramicina B fiph) deE. coli, sob controle
do promotor do gene gliceraldeido-3-fosfato degjdmase dpd de Glomerella cingulatabem
como o gene da proteina verde fluorescegtp),(sob controle do promotor do gegpd de
Aspergillus nidulangFigura 4.1) (FITZGERALD et al., 2003).
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4.2.1.2.3 Otimizacao do protocolo de transformacao

Para determinar as melhores condi¢cdes de tranafdonpara o fungd. virens foi
adotado o protocolo descrito por De Groot et @98) para fungos filamentosos e realizados
testes para avaliar o melhor tipo de membrana [(jlgogltro 8 pum de porosidade, nitrocelulose
0,45 um de porosidade, néilon 0,45 um de porosidagofane), o melhor meio de selecéo [M-
100 (STEVENS, 1974) ou BDA (Merck)], a carga de cil6 adequada (£0 ou
10’ conidios.mL}) e o melhor tempo de co-cultivo (24 ou 36 hor@s)testes foram realizados a
partir da combinacéo de todas as possiveis vasiasendo que a eficiéncia de transformacgéo de
cada uma foi obtida através do calculo de médi@eepeticdes das diferentes combinagdes.

Todos os testes foram realizados utilizando 200dgMcetoseringona no meio de inducéo.
4.2.1.2.4 Transformacao genética dE. virenspor A. tumefaciens

A transformacao d&. virenslinhagemT.v223 foi realizada de acordo com o protocolo
descrito por De Groot et al. (1998) seguindo asifitagdes determinadas no item anterior

(4.2.1.2.3). A. tumefacienslinhagem EHA105, carregando o plasmidp-AT-gfp, foi
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Figura 4.1- Mapa do vetor de transformagdo pFAT-gfp, constryido Fitzgerald et al. (2003). (RB) borda direita
do T-DNA; (LB) borda esquerda do T-DNAhgh gene de resisténcia a higromicina B Elecoli;
(trpC 3’) sinal de terminacao transcricional do géméC de A. nidulans (An p-gdp promotor do gene
gliceraldeido-3-fosfato dA. nidulans (Gc pgpd promotor do gengpdde G. cingulata (Gc gpd 3")
sinal de terminacdo transcricional do geged de G. cingulata (SP’) gene de resisténcia a
espectinomicina; (RK2riV) origem de replicacdo vegetativa RK2; (R&2ZT) origem de transferéncia
RK2; (3220ri) origem de replicacdo de pBR32#fA) gene de replicacanfA de RK2; gfp) gene da
proteina verde fluorescente pGreen Lantern (Lifehfielogies). Fonte: Fitzgerald et al. (2003)
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recuperada do estoque em glicerol, cultivada dard@@t horas a 28° C em meio YEP sdélido
(WALKERPEACH; VELTEN, 1994) suplementado com espemnicina (200 mg.mt) e
rifampicina (100 mg.mt). Uma coldnia isolada foi transferida para fraseovidro contendo
30 mL de meio YEP liquido suplementado com espegticina (200 mg.mt) e rifampicina
(100 mg.mLY) e incubada a 28° C por 16 horas sob agitacdo 1®). Uma suspensdo de
células da agrobactéria foi diluida para uma dewsdoptica (Dgo de 0,15 em meio de
inducado (10 mM de §HPQ,, 10 MM KH,PQy, 2,5 mM de NacCl, 2,0 mM de MgS,7 mM de
CaCb, 9,0 uM de FeSg 4,0 mM de (NH).SO,, 0,5% (v/v) de glicerol, 10 mM de glicose e
40 mM de acido 2-[N-morfolino]-etanossulfénico editeado por filtracdo, pH 5,3, e adicionado
ao meio de cultura apos autoclavagem) na preseneasgncia de acetoseringona (AS) (Fluka),
nas concentracbes de 2p®1 ou 400 pM, em volume final de 20 mL. As células foram
incubadas a 28° C sob agitacdo (180 rpm), por ampdeadicional até que a cultura alcancasse
DOgsp de 0,7. Nas condicbes utilizadas, o tempo de #mlude competéncia foi de
aproximadamente 8 horas. No intervalo de crescinelat cultura bacteriana, conidios da
linhagemT.v223 com oito dias de crescimento foram suspensos em @gontados em camara
de Neubauer. A suspensao de conidios foi misturana30 mL de meio BD (caldo de 200 g de
batata e 20 g de dextrose em 1 L de agua, [pH é,0jtubada a 28° C sob agitacdo (180 rpm)
para inducdo da germinacéo dos conidios. Apés @&harsuspensao de conidios foi centrifugada
e ressuspendida em &gua destilada para ajustancentmacdo a 1 x faconidios.ml*. Em
seguida, essa suspenséao de conidios foi mistusasiaspensdes dagrobacterium(DOggo = 0,7)

de modo a obter a concentracdo de 1 xcb@idios.mL* num volume de 20 mL, com e sem AS
(200 uM ou 400puM). Essa mistura foi semeada (200) sobre membrana de papel de filtro
(8 um de porosidade e 90 mm de diametro, Quanty®, Gg)mau membrana de nailon
(0,45 pm de porosidade, Amersham Hybond)Nque estavam posicionadas sobre meio de
inducao solido (10 mM de KIPQ,, 10 mM KHPQO,, 2,5 mM de NaCl, 2,0 mM de MgQ0
0,7 mM de CaGl 9,0 uM de FeSE 4,0 mM de (NH).SO;, 0,5% (v/v) de glicerol, 5,0 mM de
glicose, 20g de agar e 40 mM de acido 2-[N-morfghetanossulfénico esterilizado por filtracéo,
pH 5,3, e adicionado ao meio de cultura apés aaxagem) contendo AS (2QM ou 400uM)

ou ndo (placas controle). As culturas foram incalkad 25° C durante 36 horas. ApOs esse
periodo, que é denominado tempo de co-cultivo, esbnanas foram transferidas para placas

contendo meio de cultivo BDA (Merck) suplementadomc200 pg.ml* de higromicina B
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(Invitrogen Life Technologies) e 200 ug.thide cefoxitina sédica (Eurofarma) e incubadas a
28° C por 15 dias. Em metade das placas foramoadidos 5 mL de meio BDA (Merck) sélido
suplementado com 200 pg.thide higromicina B e 200 pg.rifLde cefoxitina sédica sobre a
membrana. A cefoxitina sédica € usada para elimamaractéria, e a higromicina B para
selecionar as colbnias flungicas transformantelésas foram avaliadas 5, 10 e 15 dias apés a
transferéncia das membranas. As col6nias resistantégromicina B, visualizadas ap6s 5, 10 e
15 dias, foram contadas e repicadas para placBstdecontendo meio de cultivo seletivo (BDA
suplementado com 200 pg.thide higromicina B) para posterior purificacdo e @zenamento.
Foram realizados dois experimentos de transformagaotendo as mesmas condi¢gdes, com 0
objetivo de avaliar a consisténcia do protocolotadi® no que diz respeito a repetibilidade e

capacidade de obtencéo de transformantes.

4.2.1.2.5 Purificagdo e estoque das colbnias furagcransformadas

A purificacdo das colonias estocadas foi realizada meio de diluicdo em série e
semeadura em meio de cultura BDA (Merck). Para, isson o auxilio de alca metalica
esterilizada foram coletados conidios e/ou micdéocol6nia e transferidos para tubo de 2 mL
contento 1 mL de solucdo de salina autoclavadag&]® NaCl em 1 L de &gua), e o tubo foi
intensamente agitado utilizando-se agitador (VQrtapds a agitacdo, a suspensao foi diluida até
10° e 10° e 100uL dessas diluicdes foram semeadas em placas decBetendo meio BDA
(Merck). As culturas foram incubadas em estufa @ @8para o crescimento e obtencdo de
colbnias isoladas. As colOnias isoladas foram aemadas de acordo com o método Castellani
(ARAUJO et al., 2002), no qual os fungos foram ciciss em meio BDA, e entdo foram
coletados discos de meio de cultura com micéliaslecados em frascos de 10 mL contendo

agua esterilizada. Os frascos foram identificadasrezenados a temperatura ambiente.

4.2.1.2.6 Andlise dos transformantes por PCRPplymerase Chain Reactign

O DNA genbmico de 8 transformantes escolhidos as@e da linhagem selvagem
T.v223 de T. virensfoi extraido de acordo com Raeder e Broda (198®) oaodificacbes

(descritas em detalhe anteriormente no Capitulm Zrdsente trabalho), e analisado para a
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presenca do gene gfp por PCR. Os iniciadores gIGFP5
(5-GCCGGAATTCATGAGCAAGGGCGAGGAACTGTTC-3) e gIGFP3
(5-GCCGAGCTCAGATCTCACTTGTACAGCTCGTCCATGCC-3), que amplificam
fragmentoda sequéncia do gene da proteina GFP presentdaradeetransformacao pFAT-gfp,
foram utilizados na reacédo de PCR. As amplificaddoemm realizadas em termociclador (Peltier
Thermal Cycler 200, MJ Research), programado peabzar uma desnaturacédo inicial a 94° C
por 5 min, seguido de 32 ciclos de 94° C por 3D%,C por 30 s e 72° C por 30 s, apos os ciclos,
uma extensao final a 72° C por 7 min. Cada reaedntplificacdo foi realizada em um volume
final de 50uL, contendo Tampéo 1X (50 mM de KCI, 20 mM de Hi&4, [pH 8,4]), 3,7 mM de
MgCl,, 1 mM de dNTP, 0,05 WL™ de Taq DNA polimerase (Invitrogen), 0,44M de cada
iniciador e 3 ng de DNA. O fragmento amplificad®@7pb) foi observado por eletroforese em
gel de agarose 1,4% a 3 V.¢mjuntamente com o marcador de peso molecular DISddEr
100 pb (Fermentas). Apés a eletroforese o gel éoado em solugcdo de brometo de etidio

(1 mg.mL?") e fotodocumentado.

4.2.1.2.7 Analise dos transformantes pdsouthern blot

4.2.1.2.7.1 Restricao do DNA gendmico, eletroforese transferéncia para membrana de

nailon

Para a analise p@outhern bloto DNA gendmico de 4 transformanté( T7, T10e
T20) e da linhagem selvagemv223foi submetido a clivagem com a enzima de restrig&mR|
(Invitrogen, Life Technologies) a 10 uL™. A regido do T-DNA do vetor pFAT-gfp apresenta
dois sitios de reconhecimento para essa endonackabos localizados no cassete de expressao
do gene de resisténcia a higromicina B (FITZGERAdLRI., 2003). Dessa forma, a auséncia de
sitios de reconhecimento da enzilBeoR| no cassete de expressao do gene da proteina verd
fluorescente dfp) implica que a utilizacdo desse gene como sondanabise deSouthern blot
deve dar origem a uma unica banda de 15 kb a partiigestdo do DNA do vetor pFAT-gfp e
uma ou mais bandas de tamanhos variados, dependenbzal da insercdo e do numero de

copias inseridas, a partir da digestdo do DNA dassformantes.
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A reacdo de restricao foi feita em um volume td&l250uL, contendo 1519 de DNA
gendmico, 29L de tampédo React 3 10X e 40 U da enzifoaR|. A reacao foi incubada a 37° C
durante 12 horas. Para concentrar a amostra digeind feita uma precipitacdo adicionando
25 L de acetato de amoénio (7,8 M) e Ga5de alcool absoluto. Apds incubacgéo a -20° C Ror 1
horas, o material foi centrifugado (10.00§%0r 40 min a 4° C). O sobrenadante foi descarado
foram adicionados 70QL de alcool 70%. As amostras foram centrifugadasmais 10 min
(10.000Xg a 4° C). O sobrenadante foi descartado e o ptadgpseco a 37° C. ApGs a secagem,
o DNA hidrolisado foi ressuspendido em @R de TE, e foram adicionados|8 de sacarose
40% para preparo da amostra para eletroforese. ® difolisado foi submetido a eletroforese
em gel de agarose 1%, contendo 1% de brometodie Gtfv) (1 mg.mLY). Foi utilizado como
marcador de peso molecular o DNA Ladder 1 kb (Feta®. Apés a eletroforese, o gel foi
fotodocumentado e preparado para a transferénaia pembrana de nailon, conforme
procedimento a seguir: lavagem do gel em solucpardezante HCI 0,25 M (10 mL de HCl em
490 mL de agua ultra pura) por 10 min; lavagem égua destilada; lavagem em 500 mL de
solucéo desnaturante (NaOH 0,5 M; NaCl 1,5 M) @bnn; lavagem em agua destilada, e duas
etapas de neutralizacdo, por 15 min cada, em 258ardolucéo neutralizadora (Tris-HCI 0,5 M;
NaCl 1,5 M; EDTA 0,001 M, [pH=7,2]). A transferéacido DNA contido no gel para a
membrana de nailon (Hybond NAmersham) foi feita por 12 horas num aparataaesferéncia
tradicional, utilizando-se a solucéao de transfaee®SC 20X (NaCl 3 M; citrato de sodio 0,3 M,
[pH=7,0]). A membrana foi seca sobre papel de ctografia por 2 horas em forno a 80° C e

armazenada a 4° C.

4.2.1.2.7.2 Extracado do plasmidio, preparo da sondahibridacdo molecular

Células deE. coli DH5a transformadas com o vetor pFAT-gfp foram inocuta€lam meio
LB liquido (5 mL) com espectinomicina 200 pg.iné incubadas a 37° C sob agitacdo (200 rpm)
por 12 horas. Em seguida, procedeu-se a extracgmadmidio com uso do kit MobidJ(tra
Clean 6 minute mini plasmid prep ki#eguindo as orientacbes do fabricante. O plasnuédio
18,4 kb foi observado por eletroforese em gel deasg 1,4% a 3 V.ch

Para a hibridacéo foi utilizado como sonda um fragim de DNA de 700 pb contendo
sequéncia do gergdp. Este fragmento foi amplificado por PCR a partirpdasmidio pFAT-gfp
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com uso dos iniciadores gIGFP5 (5-GCCGGAATTCATGASAGGGCGAGGAACTGTTC-

3) e gIGFP3 (5-GCCGAGCTCAGATCTCACTTGTACAGCTCGTCOACC-3'), segundo
programa descrito no item 4.2.1.2.6. A marcacacaitaa e a hibridacdo foram realizadas de
acordo com o protocolo do Kiene Imaged! AlkPhos Direct" Labelling and Detection System
(GE Healthcare).

4.2.1.2.8 Estabilidade mitética dos transformantes

Para estimar a estabilidade mitotica do DNA exdégeserido no genoma de virens,20
transformantesI@, T3, T4, T5, T7, T10, T12, T15, T16, T19, T20,2R, T33, T36, T39, T49,
T56, T59, T71 e T73 escolhidos ao acaso foram analisados. Col6niasosporicas dos
transformantes foram crescidas durante 5 dias & 282 meio BDA (Merck) suplementado com
200 pg.mC* de higromicina B. Em seguida, fragmentos de riticdbs extremidades das
colonias foram repicadas para placas contendo B2 sem adigcdo de higromicina B durante
cinco geracbes sucessivas. ApoOs esse procedimieagmentos de micélio provenientes da
qguinta repicagem em meio ndo seletivo foram traitsfe para placas contendo meio BDA
suplementado com higromicina B (200 pg:the incubados a 28° C durante 5 dias. Foi avaliado
entdo o numero de transformantes que mantiveraem@ipo de resisténcia a higromicina B e
também a expressao da proteina verde fluoresc@fie)( a partir da capacidade de crescer em
meio com o0 agente seletivo e da emissdo de fluemesc verde sob microscopio oOptico de

epifluorescéncia (Zeiss Axiophot-2) (filtro FITC539%490 nm), respectivamente.

4.2.1.2.9 Comparacad . virenstransformante vs.linhagem selvagem

O transformanter20 foi comparado com a linhagem selvagdnv223 segundo as
caracteristicas morfologicas, taxa de crescimergsparulacdo. A morfologia dos isolados foi
comparada apos 5 dias de crescimento em meio BD2Z8°aC, observando coloracdo e
caracteristicas da massa micelial. Para deternairtaka de crescimento, discos de micélio de
1 cm de diametro foram inoculados em placa de Peitendo meio BDA e incubadas a 28° C.
O diametro das colbnias foi medido apos 24, 48g B horas. A esporulacdo das linhagens
mutante e selvagem foi determinada a partir dasag@mb do niumero de conidios de trés discos de
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micélio (~ 0,5 cm de didmetro) retirados de culturem 5 dias de crescimento. Para tal os
conidios foram suspensos em 10 mL de agua dest#acantados em camara de Neubauer.

Todos os experimentos foram realizados em trigicat

4.2.1.3 InteracaoT . virens- planta hospedeira

4.2.1.3.1 Reisolamento d&. virenslinhagem T20 de plantas de cana-de-acucar

O transformantel 20, expressando constitutivamente o gene GFP e ceistéecia a
higromicina B, foi cultivado em meio BDA (Merck) 28° C por 7 dias, para obtencao de
conidios. Plantulas axénicas de cana-de-acucativamdds in vitro (variedade SP80-1842,
gentilmente cedidas pela DiSabrina M. Chabregas, Centro de Tecnologia Caitavi CTC)
foram transferidas para frascos de vidro estedbza contendo 20 mL de meio MS liquido
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) acrescido de conidiosrdasformantd 20 (1¢° conidios.mLY).

As plantulas foram entdo incubadas em estufa aC283b fotoperiodo 16 horas luz e 8 horas
escuro. ApoOs 48 horas, as plantulas foram tramsferpara bandeja plastica (com 28 vasos de
200 mL cada) contendo substrato comercial Plantfaucatex) e transferidas para casa de
vegetacdo para aclimatacdo. Plantulas de canadtderafvariedade SP80-1842) ndo inoculadas
comT. virenstambém foram aclimatadas sob as mesmas condi¢@@izadas como controle.
Apoés 20, 40 e 60 dias de cultivo em casa de ve@etaglantas de cana-de-acUcar foram
amostradas e suas folhas, colmos e raizes submet@@rocesso de desinfeccédo superficial
(sequéncia de imersédo em etanol 70% por 60 s, Ibiitocde sédio (NaOCI) a 3% (v/v) de cloro
ativo por 90 s, etanol 70% por 30 s e duas lavagemsagua destilada esterilizada). Apds
processados, os tecidos foram cortados em peqtiempsentos de aproximadamente 40 Inm
com auxilio de um estilete sobre placa de petergigada. Foram transferidos 7 fragmentos
vegetais para cada placa de Petri contendo meialtlga BDA (Merck) acrescido do antibidtico
tetraciclina (100pg.mLY), para impedir crescimento bacteriano. No tratamemontendo o
transformanteT20 também foram utilizadas placas onde o agente seldtigromicina B
(200 pg.mL™) foi adicionado ao meio de cultura, para restringicrescimento fingico as
colonias do transformani0. As placas de isolamento foram mantidas a 28°@ pol4 dias e

acompanhadas periodicamente para avaliagdo doiroergo de fungos. Apds crescimento
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fungico, o numero total de colbnias fungicas e m@& de coldnias dé&richodermaforam
anotados. Os isolados morfologicamente semelhantes/irensforam coletados e transferidos
para meio de cultura BDA contendo 20@.mL*' do agente seletivo higromicina B, para
confirmagdo da identidade do isolado. Além disssese isolados também foram confirmados
como T. virens linhagem T20 a partir da analise da emissdo de fluorescéncidevenb
microscopio optico de epifluorescéncia (Zeiss Akimip2) usando o filtro FITC (459-490 nm).

Os dados de frequéncia (razdo do nurneldnias fungicas pelo numero de fragmentos daldeci
da planta) obtidos com os reisolamentos foram fibamados pela féormulayx+ 05 para

normalizacdo dos dados, e submetidos a analisarnEnvia (ANOVA) seguida pelo teste de
comparacao de médias de Tukey (5% de significaoim) auxilio do program@AS - Copyright
(c) 1989-1996 by SAS Institute Inc., Cary, NC, US#am utilizadas cinco repeticdes (plantas)
para cada tratamento e o delineamento experimasdahdo foi o inteiramente casualizado.

4.2.1.3.2 Monitoramento da colonizacdo por microspa 6ptica de fluorescéncia (MOF)

Plantulas axénicas de cana-de-acglcar (variedad®-B322, gentilmente cedidas pela
Dré. Sabrina M. Chabregas, Centro de Tecnologia CaimavCTC) foram inoculadas com
conidios do transformanfE0 como descrito no item anterior 4.2.1.3.1 e incalSasim estufa a
28° C sob fotoperiodo 16 horas luz e 8 horas eséymas 24, 48, 72 e 168 horas, raizes inteiras e
cortes finos (longitudinais e transversais) foraspastos sobre Iamina de vidro contendo gota de
agua esterelizada. O material foi coberto com lataie observado ao microscépio Optico de
epifluorescéncia (Zeiss Axiophot-2) sob dois fiétro FITC (459-490 nm) e Rodamina (546 nm),
para facilitar a visualizacdo do fungo uma vez gaecélulas vegetais das raizes de cana-de-
acucar apresentam grande autofluorescéncia. Coitiocade uma camera de video e do software
ISIS (Meta Systems, Germany) as imagens foram dapteom cada filtro separadamente e em

seguida sobrepostas.
4.2.1.3.3 Monitoramento da coloniza¢do por microspa eletronica de varredura (MEV)

Plantulas axénicas de cana-de-acucar (varieda@8-832, gentilmente cedidas pela

Dr®. Sabrina M. Chabregas, Centro de Tecnologia CaitavCTC) foram inoculadas com
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conidios do transformanfE20 como descrito no item anterior 4.2.1.3.1 e incalaein estufa a
28° C sob fotoperiodo 16 horas luz e 8 horas esBaizes foram coletadas apds 12, 24, 48 e 72
horas, e fixadas em solucdo Karnowsky (glutaraWedb%; formaldeido 2,5% em tampéao
cacodilato de sodio 0,05 M [pH 7,2]; Ca0|001 M). As amostras foram lavadas trés vezes em
tampéao cacodilato 0,05 M, desidratadas em solugde®ncentracao crescente de etanol (30, 50,
70, 90 e 100%) e entdo submetidas a secagem ao @@nto (aparelho de secagem CPD 050 —
Balzers) e metalizacdo (metalizador MED 010 — Ba)zeAlém da observacao da colonizacdo
fungica nas superficies de raizes, também foizaddi a visualizacdo em tecidos internos das
raizes, através da técnica de criofratura. Nesse, Gpods as etapas de fixacdo em solucdo
Karnowsky e lavagem em tampé&o cacodilato 0,05 Mgegainteiras foram tratadas com glicerol
30% por 2 horas, envolvidas em papebgs optical lens tissyee congeladas em nitrogénio
liquido. As raizes foram entéo fraturadas com odesa@ma navalha sobre superficie de metal
congelada com nitrogénio liquido, e os fragmentwarh recolhidos e submetidos as etapas de
desidratacdo por etanol, secagem ao ponto critioetalizacdo. As amostras foram observadas
em microscopio eletrénico de varredura (LEO-Zeisg), Nucleo de Apoio a Pesquisa em
Microscopia Eletrénica (NAP/MEPA), Escola Superide Agricultura “Luiz de Queiroz”,

Universidade e Sao Paulo, Piracicaba, SP, Brasil.

4.2.1.3.4 Avaliacao do efeito do fungd. virenssobre o crescimento de plantas de cana-de-

acucar

Para avaliar o efeito da linhagem selvaden23e do transformant&20 (utilizado nos
experimentos de microscopia e reisolamento) solmescimento de plantas de cana-de-agucar,
plantulas axénicas (variedade SP80-1842) cultivadagtro (gentiimente cedidas pela Dr
Sabrina M. Chabregas, Centro de Tecnologia Camawi@&lC) e apresentando caracteristicas
homogéneas (parte aérea e sistema radicular sarmtedhentre as diferentes plantulas) foram
transferidas para bandejas com 28 vasos (200 nd) cadtendo o substrato comercial PlantMax
(Eucatex) e aclimatadas por uma semana em casaga¢agdo. ApOs esse periodo, as plantas
foram inoculadas com uma suspensdo de conidiowienslinhagem selvageni.v223 ou
transformant&20) na concentracdo de ®léonidios.m[* para inoculacéo dos isolados fangicos,

e mantidas em casa de vegetagao por 2 meses. sPra@danoculadas foram adotadas como
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controle. Para avaliagdo do acumulo de massa fressra as plantas coletadas tiveram suas
raizes lavadas em agua corrente para remover atabstrem seguida foram processadas para
separacao da parte aérea do sistema radiculaed@wse a pesagem das partes aérea e radicular
para obtencdo da massa fresca, e entéo, as plargasincubadas em estufa a 65° C por 7 dias,
para obtencdo da massa seca. Os dados de pesagemsfdometidos a andlise de variancia
(ANOVA) seguida pelo teste de comparacdo de méatkasukey (1% de probabilidade), com
auxilio do program&AS - Copyright (c) 1989-1996 by SAS Institute ary, NC, USAForam
utilizadas 23 repeticOes (plantas) para cada textéore o delineamento experimental adotado foi
o0 inteiramente casualizado. Para confirmar a efaiéédo processo de inoculagdo das linhagens
de T. virensem cana-de-aglcar e entdo garantir que os efdiesn@dos eram resultado da
presenca desses fungos, algumas plantas foram radasste submetidas ao processo de
desinfeccdo superficial (sequéncia de imersdo emokf’0% por 60 s, hipoclorito de sodio
(NaOCI) a 3% (v/v) de cloro ativo por 90 s, etaid®Po por 30 s e duas lavagens em agua
destilada esterilizada) e plagueamento de fragmesggetais em meio de cultura BDA (Merck),
com o objetivo de reisolar as linhagens Tdevirensinoculadas no solo. O procedimento de

reisolamento ja foi descrito em detalhe no iteneanit 4.2.1.3.1.

4.2.1.3.5 Avaliagéo do efeito d€&. virenssobre o crescimento de outras plantas

O efeito da linhagem selvagem @evirens(T.v223) sobre o crescimento de plantas de
arroz e de feijdo foi avaliado a partir da inocélago fungo no solo e avaliacdo do aspecto
fenotipico, massa fresca e massa seca de parte edadzes. Para preparar o indculo flngico,
frascos cOnicos contendo farelo de trigo autoclad@ g farelo de trigo: 30 mL agua destilada)
foram inoculados com cinco discos de micélio (5 ren diametro) retirados da borda de
crescimento de colbnia fangica crescida em meio BBD&rck) por 3 dias, e incubados por 5
dias a 25° C. ApGs o periodo de incubacao, a mistithomogeneizada com espatula metalica.
A inoculagdo do substrato de cultivo das plantagdalizada pela adicdo de 8 g do in6culo
fungico para cada 300 g de substrato, seguida dedeneizacdo completa e cuidadosa dessa
mistura. Plantas crescidas em solo ndo inoculadorfadotadas como controle em todos os
experimentos. O experimento com arroz (cultivar Ep-consistiu do plantio de sementes em

vasos contendo a mistura 1:1 de dois substratogrctas (John Innes®r2 e Levington F2)
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inoculados com a mistura contentlovirens.Dez repeticdes de cada tratamento foram avaliadas
e 0 experimento seguiu delineamento inteiramentaiataado. O experimento com feijao
(cultivar IAC-Alvorada) foi realizado a partir dolagmtio de sementes em vaso contendo o
substrato comercial Basaplant (Base Agro) inoculealm a mistura contendb. virens.Doze
repeticbes de cada tratamento foram avaliadasxparimento seguiu delineamento inteiramente
casualizado. Todas as plantas foram mantidas eandeasegetacéo por 30 dias. Para avaliagao
do acumulo de massa fresca e seca as plantasdesidigeram suas raizes lavadas em agua
corrente para remover substrato e em seguida fpracessadas para separacéo da parte aérea do
sistema radicular. Procedeu-se a pesagem das péres e radicular para obtencdo da massa
fresca, e entdo, as plantas foram incubadas erfaes@b® C por 7 dias, para obtencédo da massa
seca. Os dados de pesagem foram submetidos aea@Nsriancia (ANOVA) seguida pelo teste
de comparacdo de médias de Tukey (1% de probatejda@om auxilio do program8AS -
Copyright (c) 1989-1996 by SAS Institute Inc., CAI¢, USA.

4.2.2 Resultados

4.2.2.1 Transformagao mediada poAgrobacterium tumefaciens

4.2.2.1.1 Teste de sensibilidade da linhagehwv223 a higromicina B

A resisténcia da linhagem selvagemTdevirensao antibidtico higromicina B foi testada
em placas de petri contendo meio BDA acrescido aieentragdes crescentes do antibiotico
(6,25; 12,5; 25; 50; 100 e 2Q@.mL™). O crescimento foi totalmente inibido em concagies
de pelo menos 100g.mL* (concentracao inibitéria minima). Assim, foi adataalconcentracdo
de 200pg.mL* para realizar a selecdo das col6nias resistenbégrémicina B resultantes dos

ensaios de transformacéo garobacterium

4.2.2.1.2 Transformacao genética dE. virenspor Agrobacterium tumefaciens

Visto que ainda néo foi descrito um protocolo effi® para transformacéo do fungo
virens por A. tumefaciensp presente trabalho buscou, inicialmente, avalsarc@ndicoes de
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transformagao em busca de maior eficiéncia na Qatede transformantes. Foram testados os
tipos de membrana (celofane, papel de filtro, nihalose e nailon), a carga de in6culo®@0

10’ conidios.m[*), o meio de selecdo (M-100 ou BDA) e o tempo deudtivo (24 ou 36 horas).

O numero de transformantes crescidos no meio &elfdi contado a cada 5 dias, até completar
30 dias. Os testes realizados (Tabela 4.1) peamitiestabelecer as condi¢cdes o6timas de
transformacé@o genética do fungo virensvia Agrobacterium,de forma que o0s experimentos
subsequentes de transformacdo foram realizadoaratinse o papel de filtro e o nailon como
membranas, a carga de inéculo dé dghidios.mL[*, BDA como meio seletivo e 36 horas de
co-cultivo. Além disso, foram utilizadas duas c@déis de selecdagrmal— sem adicdo de meio
sobre a membrana apds a transferéncia da mesmmemraeletivosobrecamada com adi¢édo

de meio sobre a membrana) e duas concentracdes (200 uM) do indutor de viruléncia da
bactéria, a acetoseringona (AS). O numero de wamsintes resistentes a higromicina B foi
determinado apos 4, 7 e 14 dias da transferénsiangmbranas para o meio de sele¢do. Foram
realizados dois experimentos independentes adowmds mesmas condigcdes para avaliar a
repetibilidade do protocolo estabelecido.

O resultado dos experimentos (Tabela 4.2) mostjee: foi possivel obter colénias
transformadas a partir de todas as condi¢cdes aadue, as diferentes condigbes praticamente
ndo deram origem a diferentes eficiéncias de toamsfcdo. De maneira geral, a média da
eficiéncia de transformacé&o foi de 10 e 13 tramsémtes por 10conidios.mL, para o primeiro
e segundo experimento, respectivamente. No segemgerimento houve um aumento da
eficiéncia de transformacédo, consequéncia do aunrminumero de transformantes obtidos na
combinacgao entre as condi¢cbes de selecdo com aamada e 200 pM de acetoseringona, o que
pode ser um indicio de que essas condi¢cdes favoraoga maior eficiéncia de transformacéo.
Diferentemente, membranas de nailon ou papel tle fiarecem levar a obtencédo de um namero
semelhante de transformantes. E importante cita; gos dois experimentos a auséncia de
acetoseringona durante o cultivo da bactéria eacuttivo ndo levou a formacéo de colbnias
transformadas, reforcando a importancia da inddg&agenes de viruléncia da bactéria durante o
processo de transformacdo. De maneira geral, aka#gs obtidos mostraram que as condi¢cdes
escolhidas para transformacéoTldesirensforam consistentes para a obtencéo de transformante
A Figura 4.2 mostra o aspecto das placas de tmanaf@o 4 dias apds a transferéncia da

membrana para o meio seletivo.
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Tabela 4.1 Numero de transformantes resistentes a higromRinhtido na transformacéo visgrobacterium
nas diferentes condi¢fes testadas

N° transformantes resistentes

ia izl
varavel Condigao a higromicina B 2
Celofane 0,00
Membrana ngel de filtro 1,00
Nitrocelulose 0,00
Néailon 1,30
Carga de inéculo 10’ conidios.mC* 0,70
10° conidios.mL* 0,25
Meio seletivo M-100 0,50
BDA 0,50
Tempo de co-cultivo 24 horas 0,40
36 horas 0,50

1 Cada condigéo foi testada em cada uma das outndi;6es das outras variaveis;
2 0 namero de transformantes representa a médialdergnos 20 repeticdes.

Tabela 4.2 - Numero de transformantes resistentegramicina B obtido na transformacao vigrobacterium
nas diferentes condicbes selecionadas, as quaimfoavaliadas em dois experimentos

independentes
Experimento * Membrana AS (UM)?  Meio selecdd  N°transformantes”
200 normal 18°
Nailon sobrecamada 8
400 normal ]
sobrecamada 3
1
200 normal 16
Papel de filtro sobrecamada 5
normal 16
400 sobrecamada 13
200 normal ]
Nailon sobrecamada 26
400 normal 8
sobrecamada 13
2
200 normal 5
Papel de filtro sobrecamada %
400 normal 8
sobrecamada 13

! Dois experimentos independentes foram repetidoesmos diferentes, porém adotando as mesmas éesgic

2 Concentracéo de acetoseringona (AS) no meio dedwdpara cultivo da bactéria e para o co-cultivo;

3 Condic&o no meio de selegdo: normalpenas transferéncia da membrana para meio désmebrecamada adicdo de
uma camada de meio BDA contendo o agente seletijorhicina B (200 pg.mt) e o antibiético cefoxitina sédica (200
1g.mLY) sobre a membrana;

* O ntimero de transformantes indicado representéadiande cinco repeticdes. Médias seguidas de miesraando diferem
significativamente pelo teste de comparagéo deanété Tukey, a 5% de significancia.
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4.2.2.1.3 Andlise dos transformantes

4.2.2.1.3.1 Estabilidade mit6tica

A estabilidade mitética de 20 transformantes resiss a higromicina B, escolhidos ao
acaso, foi avaliada apds 5 geracdes sucessivasultigocem meio ndo seletivo. Dos
transformantes analisados, 70% mantiveram o fem@kgpresisténcia a higromicina B e emissao
de fluorescéncia verde (observacdo sob filtro FH@&59 a 490 nm). Além disso, nao foi

observada a emissao de setores nas culturas tiessfermantes avaliados.

4.2.2.1.3.2 Analise molecular

Oito transformantesi@, T4, T7, T9, T10, T15, T20, T2p resistentes a higromicina B e
confirmados como mitoticamente estaveis, foramcgmd@ados ao acaso para confirmagéo via
PCR, da presenca do gegfe do plasmidio pFAT-gfp. Com o uso do par de iniorad gIGFP5
e gIGFP3 foi possivel obter fragmento do tamanhpereslo (700 pb) a partir de todos
transformantes testados e também do vetor pFATqgfs ndo da linhagem selvagdnv223
(Figura 4.3).

Figura 4.2 — Placas de transformagdo mostrandeszionento de col6nias de possiveis transformamt@s drens
4 dias ap6s a transferéncia para meio seletiveendot200 pg.mt de higromicina B
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Quatro transformantes escolhidos aleatoriameri2e T7, T10 e T2( foram analisados
por Southern blotpara confirmagéo da integracdo do T-DNA no genendeterminacdo do
namero de copias inseridas, pelo uso de uma sananto sequéncia do gegi (700 pb). O
resultado obtido confirmou a integracdo do T-DNAgemoma dos transformant@s virense
revelou que esse evento ocorreu de forma aleafiwia,diferentes pontos de integracdo foram
observados, j& que houve a detec¢do de bandagedentks tamanhos entre os transformantes
(Figura 4.4). Dois transformantet20 e T2) apresentaram uma Unica integracédo do T-DNA no
seu genoma, enquanto que os demais apresentarantdenama copia do T-DNA integrada no
genoma. Como esperado, a linhagem selvaier823 ndo apresentou fragmentos detectaveis
pela sonda do gerggp e o vetor pFAT-gfp apresentou uma banda de ~15 kb.

4.2.2.1.3.3 Comparacad. virenstransformante vs.selvagem

Tendo em vista que o transformafi20 apresentou apenas uma coépia do inserto e se
mostrou mitoticamente estavel, esta linhagem faliada quanto a similaridade morfologica e
fisiolégica com a linhagem selvagemv223 Os resultados mostraram que, apos 5 dias de
crescimento em meio BDA a 28° C, as caracteristivagologicas dos isolados mostraram-se
bastante semelhantes. Ambos apresentaram cresgcima&iot difuso, micélio com aspecto
cotonoso e conidios verdes (Figura 4.5). A taxardscimento foi muito similar, pois ambos
tomaram a placa em apenas 3 dias, crescendo ema gg¥da de 2,7 cm por dia (Figura 4.6a).
Além disso, o transformanfE20 e a linhagem selvagemv223 tambémapresentaram valores
semelhantes para a producdo de conidios, send@tlex 10 conidios/crfi e 1,71 x 10cn?,

respectivamente (Figura 4.6b).

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10M

500 pb —P-um— -~

300 pb —
»

Figura 4.3 -Confirmacéo dos transformantes por PCR utilizandoiriciadores gIGFP5 e gIGFP3. LinHa
representa a auséncia de amplificagdo a partir N&\ @a linhagem selvagerit.v223 linha 2
representa o fragmento de DNA amplificado a paltirvetor pFAT-gfp; linha8-10 representam os
segmentos de DNA (~700pb) amplificados a partioide transformantes escolhidos ao acaso. Linha
M contém o marcador de peso molecular DNA LadderpgtO@Fermentas)
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Figura 4.4 - Hibridizacdo d8outhern blotpara quatro transformantes @e virensescolhidos ao acaso. O DNA
gendmico dos isolados foi digerido com a enzimaegd&icaoEcaRI, a qual corta o T-DNA duas vezes
e ndo corta internamente o gegfp, corrido em gel de agarose 0,8%, transferido psmbrana de
nailon e hibridizado com fragmento de 700 pb (gegfl@ marcado com digoxigenind.inha 1
representa o controle positivo (plasmidio pFAT-glpha 2 representa controle negativo (linhagem
selvagemT.v223); linhas 3-6 representam linhagens transformadB20( T10, T7 e T2). As bandas
visualizadas estdo indicadas com setas

Figura 4.5 Aspecto morfologico d&. virenslinhagens transformade0 (a) e selvagenT.v223 (b
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Figura 4.6- Taxa de crescimenta)(e esporulacdd] deT. virenslinhagem transformad20 e selvagent.v223
As letras iguais ndo representam diferenca sigtifia a 5% de probabilidade no teste de comparacao

de médias de Tukey
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4.2.2.2 Interagaorl. virens- planta hospedeira

4.2.2.2.1 Reisolamento d&. virenslinhagem T20 de plantas de cana-de-acucar

A habilidade deT. virens colonizar plantas de cana-de-acUcar endofiticaménite
avaliada por meio da inoculagéo do transformdi2@ e reisolamento do mesmo, apés 20, 40 e
60 dias. A presenca dos genes de resisténcia entiggna B e da proteina GFP no genoma do
transformanter 20 permitiu identifica-lo apds o reisolamento, por mdb crescimento sobre o
meio BDA contendo o antibiético higromicina B e ebscdo da emissdo de fluorescéncia verde
em microscopio de epifluorescéncia. Nesse expetonaiém da frequéncia de reisolamento do
transformanter 20, também foi avaliada a frequéncia total de funga$o#ticos, para fornecer
uma idéia do efeito da introducéo desse transfaiensobre a comunidade fungica endofitica de
cana-de-agucar. Os resultados mostraramlqu@enslinhagemT20 é capaz de colonizar raizes
e colmo de plantas de cana-de-agUcar endofiticanemds raramente coloniza as partes mais
superiores da planta, no periodo tempo avaliad@olanizacdo de raizes e colmo pGz0
ocorreu em baixas frequéncias (Figura 4.7b,c) eledm a mudancas fenotipicas aparentes nas
plantas. Além disso, nas condi¢cdes avaliadas auiag@ do transformant€20 ndo afetou
significativamente a frequéncia total de fungosoéitidos nas diferentes partes da planta (Figura
4.7). Embora este fungo seja naturalmente encantadcana-de-agucar, nesse experiménto
virens ndo foi isolado de plantas controle (ndo inoculpdam nenhuma situacdo avaliada
(Figura 4.7), sendo somente observado em plantasladas.

A analise estatistica (Tabela 4.3) das frequéradaseisolamento de fungos a partir de
folhas de cana-de-acUcar mostrou que para a vhridetal fungos endofiticoshdo houve
diferenca significativa para o fator Linhagens (quasiste da comparacdo do isolamento de
fungos endofiticos a partir de plantas inoculadam © transformantd20 e de plantas néo
inoculadas), porém diferencas significativas (P408) foram observadas para o fator
Isolamento (que consiste da comparacdo da frequé@ecisolamento de fungos endofiticos a
partir de plantas com diferentes idades: 20, 40 di&s) (Tabela 4.3) , visto que plantas com 40
dias apresentaram maior frequéncia de fungos emasfiFigura 4.7a). Ja para a variaveotal
Trichoderma virens” foi observada diferenca significativa tanto parafabor Linhagem

(P=0,0415) como para o fator Isolamento (B¥®8), sendo que a interacdo entre eles foi
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Figura 4.7 - Frequéncia de isolamento de fungosféiimbs e de reisolamento de virenslinhagem transformada
T20 a partir de folhasa), colmos b) e raizesd) de plantas de cana-de-aclUcar com 20, 40 e 60 dias
Médias indicadas por letras iguais nao diferemiggtivamente pelo teste de comparacdo de médias
de Tukey, a 5% de significancia
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Tabela 4.3 - ANOVA para os fatores linhagem (L)po@a de isolamento (I) para duas variaveis, tatagds
endofiticos e totalrichoderma.Delineamento experimental adotado foi o inteiramesgsualizado.
As andlises foram feitas separadamente para cattadaaplanta (folha, colmo e raiz)

Orgdo = Total fungos endofiticos Total Trichoderma virens
GL SQ QM F P-valor GL SQ QM F P-valor
Tratamentos (T) 5 00605 00121 160  0,1989 5 0,0028  0,0006 4,64*  0,0042
Linhagem (L) 1 00018 00018 024  0,6291 1 0,0006  0,0006 4,64*  0,0415
FOLHA  |solamento (I) 2 00550  0,0275  3,63*  0,0418 2 0,0011  0,0006 44,6 0,0198
Interag&o (Lxl) 2 0,0037 0,24™  0,7884 2 0,0011  0,0006 4,64*  0,0198
Erro 24 0,818  0,0076 24 0,0029  0,0001
Tratamentos (T) 5 00706 00141 1,09 0,3918 5 0,0092 00018 1,25 0,3183
Linhagem (L) 1 00011 00011 0,05  0,7697 1 0,0088  0,0088 597*  0,0222
COLMO  Isolamento (1) 2 0,0438 00219 1,69 02057 2 0,0002 00001 007  0,9359
Interag&o (LxI) 2 00256 00128 095  0,3869 2 0,0002 00001 007 0,9359
Erro 24 0,3110  0,0129 24 0,0355  0,0015
Tratamentos (T) 5 00515 00130 1,74  0,1639 5 0,0443 00088 4,42*  0,0054
Linhagem (L) 1 00085 00085 144  0,2421 1 00326 00326 162*  0,0005
RAIZ Isolamento (1) 2 0,0144 0,072 1,22 03134 2 0,0058 00029 1% 0,2513
Interag&o (LxI) 2 00285 00142 24% 01111 2 0,0058 00029 146 0,2513
Erro 24 0,421  0,0059 24 0,0482  0,0020

"S- indica que néo existe diferenga significativa;
* ** _indicam que existe diferenca significatiaas niveis de 5% e 1% de probabilidade, respectimtam

significativa (P=0,0198) (Tabela 4.3). Essas difees estdo ilustradas na Figura 4.7a, onde €
possivel verificar que somente as plantas inocsladen o transformanfg20, cujo reisolamento
foi realizado apos 40 dias, apresentaram o fungarens As analises dos dados de colmo e raiz
geraram interpretacdes semelhantes. Para ambogassala planta a variavel étal de fungos
endofiticos” ndo diferiu significativamente para os dois fasoravaliados, Linhagem e
Isolamento. Ja a variavel 6tal Trichoderma virensapresentou diferencas significativas para o
fator Linhagem, com probabilidades de P=0,0222 pahao (Tabela 4.3) e P=0,0005 para raiz
(Tabela 4.3). Isso significa que a frequénciaTdesirensreisolado das plantas inoculadas foi
significativamente maior do que nas plantas coatrama vez que nao foi possivel isolar
virensdas plantas controle (Figura 4.7b,c). Nesse casda,aa frequéncia de reisolamentolde
virens ndo foi significativamente diferente entre as manttom diferentes idades (fator

Isolamento).
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4.2.2.2.2 Monitoramento da colonizagdo por microspia Optica de fluorescéncia (MOF) e

microscopia eletronica de varredura (MEV)

A colonizacdo superficial e interna de tecidosaaldres de plantas de cana-de-agUcar
pelo fungo T. virens foi investigada por microscopia O6ptica de fluoremi@ (MOF) e
microscopia eletronica de varredura (MEV). Paraftalutilizado o transformant&20, o qual
apresenta morfologia, taxa de crescimento e es@ol muito semelhantes as da linhagem
selvagem, e por isso foi selecionado para os estdeanicroscopia. Conidios do transformante
T20 foram inoculados no meio de cultivo (MS) de plfeduaxénicas de cana-de-agUcar e
amostras de raizes foram coletadas em interva®sapiaram de 24 horas até 7 dias. Para MOF,
raizes inteiras e cortes finos das seccoes trasaveiongitudinal foram preparados em laminas
de vidro e observados ao microscopio Optico dduepdscéncia (Zeiss Axiophot 2). Os tecidos
das raizes de cana-de-agUcar apresentam autofiéoces intensa, o que dificultou a
identificacdo do material fungico. Por essa raz&bservacdo do material foi feita usando dois
filtros, FITC (459-490 nm) e Rodamina (546 nm),g0ifungo sé emite fluorescéncia sob filtro
FITC, assim é possivel distinguir claramente tecatbcular do fungico em imagens sobrepostas.
As hifas e conidios do transformat20 emitem uma intensa fluorescéncia verde (Figura)4.8a
enquanto o micélio da linhagem selvagém223 ndo exibe essa caracteristica (Figura 4.8b). A
observacdo de raizes de cana-de-acUcar inoculamtas oc transformanteT20 permitiu a
visualizacdo de uma densa massa micelial envolvasdaizes (Figura 4.8d,f,h,i). Além de hifas,
também foi observada a producdo de conidios nasteasocoletadas apos 4 dias. Além da
intensa colonizacdo da superficie das raizes, ganslcortes transversais também foi possivel
observar colonizacéo intercelular nas primeirasack® do tecido radicular (Figura 4.8f,i,j). O
aspecto da raiz de cana-de-agUcar na ausénciagofuvirenstambém encontra-se ilustrado na
Figura 4.8c,e,g.

A andlise do tecido radicular de plantulas deaederacucar infectado pelo fungo
virens sob MEV revelou aspectos interessantes do compent@amdo fungo durante a
colonizacao (Figura 4.9). Em primeiro lugar, fospivel observar a germinacédo dos conidios na
superficie do tecido radicular e o alongamento lites de forma aderida a cuticula (Figura
4.9¢,f). Além disso, as hifas apresentaram um ionesto preferencial em direcdo as juncdes
celulares (Figura 4.9¢e,h,i), sendo que néo foiipeksbservar o desenvolvimento de estruturas
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continua

Figura 4.8 - Imagens de microscopia Optica de @sogéncia (MOF) sob filtro FITC (459-490nm), Rodaanin
(546 nm) e com sobreposicdo das imagens desges, fithostrando a colonizacao de raizes de cana-
de-aclcar (variedade SP80-1842) pelo transforniB2de (a) Micélio e conidios do fungd. virens
linhagem T20 emitindo fluorescéncia verdéb) Micélio e conidios do fungd. virenslinhagem
T.v223 sobre a superficie de raiz de cana-de-acUgad) Raizes inteiras de cana-de-aglicar na
auséncia da linhagei20 (c) e na presencg@); (e,f) Corte transversal de raiz de cana-de-aglcar na
auséncia da linhageii20 (e) e colonizadas pelo fung®); (g,h) Corte longitudinal de raiz de cana-
de-aclcar na auséncia da linhadge2o (g) e na presengdn); (i) Corte transversal de raiz de cana-de-
acucar mostrando a colonizacéo da superficie pelgofT20 e (j) Corte transversal de raiz de cana-
de-acucar em maior aumento indicando (veja setg®)saivel penetracdo do fungo nas primeiras
camadas de célula da epiderme da raiz. Barra déaes&0 pum
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Figura 4.8 - Imagens de microscopia 6ptica de ésogéncia (MOF) sob filtro FITC (459-490nm) e Rod@am{546

nm) e com sobreposicdo das imagens desses filtrostrando a colonizacdo de raizes de cana-de-
acucar (variedade SP80-1842) pelo transformdi2@ (a) Micélio e conidios do fungd. virens
linhagemT20 emitindo fluorescéncia verdéy) Micélio e conidios do fung®. virenslinhagemT.v223
sobre a superficie de raiz de cana-de-a¢((cait) Raizes inteiras de cana-de-aclcar na auséncia da
linhagemT20 (c) e na presenc@); (e,f) Corte transversal de raiz de cana-de-aclcar réneiasda
linhagemT20 (e) e colonizadas pelo fungd); (g,h) Corte longitudinal de raiz de cana-de-agucar na
auséncia da linhagem20 (g) e na presencégh); (i) Corte transversal de raiz de cana-de-agUcar
mostrando a colonizacéo da superficie pelo fuf@@e (j) Corte transversal de raiz de cana-de-aglcar
em maior aumento indicando (veja setas) a pospeeétracdo do fungo nas primeiras camadas de
célula da epiderme da raiz. Barra de escala = 50 um
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Figura 4.9 - Imagens de microscopia eletrénicaateedura (MEV) mostrando a colonizacéo do tecidiictdar de

plantulas de cana-de-aculcar (variedade SP80-1&1@)fyngoT. virenslinhagemT20. (a,b) Raiz de
cana-de-acucar ndo inoculada com fuigwirens,em @) imagem de trecho piloso da raiz e dm (
imagem de trecho sem pélos radiculareg]) (Colonizacao da superficie da raiz e pélos, petgd
T20; (e,f) Germinacdo do conidio dE. virense crescimento aderido a cuticula do hospedegp; (
Estrutura de resproducdo assexual (conidioforo ddams) do fungoT. virens (h,i) Crescimento
micelial em diregdo as juncgbes celulares)elifterior de segmento de raiz partido por criefrat
mostrando a provavel presenca de hifas do fungespaco intercelular (observe a indicagdo pela.seta)
Os valores das barras de escala estéo indicaddiguas
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Figura 4.9 - Imagens de microscopia eletrénicaateedura (MEV) mostrando a colonizagdo do tecidiictdar de
plantulas de cana-de-agUcar (variedade SP80-1&@)fungoT. virenslinhagemT20. (a,b) Raiz de
cana-de-agUcar nao inoculada com fuigwirens,em @) imagem de trecho piloso da raiz e em (
imagem de trecho sem pélos radiculareg]) (Colonizacdo da superficie da raiz e pélos, peimd
T20; (e,f) Germinagdo do conidio dE. virense crescimento aderido a cuticula do hospedegp; (
Estrutura de resprodugdo assexual (conidioforo dams) do fungoT. virens (h,i) Crescimento
micelial em direcdo as juncdes celularesj)elifterior de segmento de raiz partido por criafrat
mostrando a provavel presenca de hifas do fungespaco intercelular (observe a indicacéo pela.seta)
Os valores das barras de escala estéo indicaddig)mas

semelhantes a apressorio, nem alteracdes na sigeldi hospedeiro nos locais em contato com
o fungo. Sete dias apds a inoculagédo dos coniftipppssivel observar uma densa colonizacéo
da superficie da raiz, ramificacdo das hifas, f@donade conidiéforos e producdo de conidios
(Figura 4.9c,h,g). A observacdo de amostras defratiarada com o uso de nitrogénio liquido

revelou a presenca de hifas do fungo no interiortetado radicular, localizado no espaco

intercelular (Figura 4.9j).
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4.2.2.2.3 Avaliacao do efeito d&. virenssobre o crescimento das plantas de cana-de-agucar

O efeito do fungoT. virens linhagem selvagenT.v223 e transformanteT20 no
crescimento das plantas de cana-de-acucar foiageaor meio da inoculacdo dos fungos no
solo via solugédo de conidios e manutencdo dasaglgir 60 dias em casa de vegetacdo. Os
valores de massa obtidos e o resultado da andtatistica estdo listados na Tabela 4.4. Os
resultados mostraram que a inoculacdo dos fungoslendu a nenhum tipo de alteracéo
fenotipica detectavel, ou seja, todas as plantaesseptavam-se saudaveis e vigorosas e com
crescimento semelhante. De fato, quando os vatleesassa fresca e seca foram analisados néo
foi possivel observar diferenca significativa, segaa parte aérea, raizes ou total, entre todos os
tratamentos (Tabela 4.4). Esses resultados indgaenas linhagens do funga virens,tanto
selvagem como transformante, ndo foram capazesdizir nem promover o crescimento das
plantas de cana-de-agUcar nas condigfes avaliatams. disso, também foi observado que a
alteracdo genética no genoma do transformi@fendo levou a mudangas aparentes na interacao
com as plantas de cana-de-aclucar, quando compa@mdoo comportamento da linhagem
selvagem.

Para confirmar que a inoculagdo dos fungos no &mlasuficiente para promover a
colonizagdo endofitica das plantas de cana-de-aglqae os efeitos observados ocorreram na
presenca dé&. virens algumas plantas foram amostradas e submetidasoaesso de isolamento
de fungos endofiticos, na busca do reisolamentolidaagens deT. virens As frequéncias
meédias de fungos endofiticos totais eldiehodermaobtidas com o isolamento estéo ilustradas
na Figura 4.10. Os dados mostram uma frequéncitorbaixa de fungos endofiticos nas folhas,

e a total auséncia d&richodermanesse 6rgdo, corroborando dados do item anterior de
reisolamento (Item 4.2.2.2.1). Nas bainhas dasa#lh densidade de fungos parece ser superior
as folhas, entretanto novamente nédo foi possiv@éarisTrichodermadessa parte da planta.
Diferentemente, as raizes sao altamente colonizamdsngos endofiticos, uma vez que todos os
fragmentos de raiz amostrados apresentaram cragoirde pelo menos uma colbnia fangica.
Além disso, somente nesse Orgao foi possivel reau@es linhagens dé. virensa partir de
plantas que foram inoculadas. De maneira geraésessultados mostram que a inoculacédo do
fungo T. virensno solo leva a colonizacdo das plantas de cangtsa preferencialmente nas
raizes, indicando que esse fungo ndo deve se degla@ as partes superiores da planta . Ainda,
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Tabela 4.4 - Efeito da inoculacéo das linhagén®223 e T20 no acumulo de massa fresca e seca nas raizes e
parte aérea de plantas de cana-de-aglcar (vari@R®8® 1842) cultivadas por 60 dias em casa de
vegetagao

Tratamento Massa fresca (g} Massa seca (g)
Raiz Parte aérea  Total Raiz Parte aérea Total
SP80-1842 (controle) 5,122 2,90° 8,02° 0,51° 0,83% 1,347
SP80-1842 H.v.223 4,752 2,53% 7,277 0,43° 0,68% 1,122
SP80-1842 + T20 4,66° 2,662 7,33 0,472 0,69° 1,16%

1 Os valores indicados representam média de 23igépst
Médias pertencentes a mesma coluna e seguidassieanetra ndo diferem estatisticamente segunde destomparacéo de

médias de Tukey, a 1% de significancia.

a presenca do fungi virenscomo endofito de raizes ndo deu origem a alteragdestmulo de

biomassa das plantas.
4.2.2.2.4 Avaliagéo do efeito d€. virenssobre o crescimento de outras plantas

O efeito do fungdrl. virenslinhagem selvageni.v223no crescimento de outras plantas
hospedeiras, o arroz e o feijao, foi avaliado p@iomda inoculacdo dos fungos no solo e
manutencdo das plantas por 30 dias em casa deagage aspecto fenotipico das plantas e os
valores de massa fresca e seca foram determima@osio comparados entre plantas inoculadas
e plantas controle. A aparéncia fenotipica dastasanos dois tratamentos foi muito semelhante,
isto €, as plantas inoculadas com o fufigwirensndo apresentaram nenhum tipo de alteracéo

fenotipica detectavel visualmente (ausénd&a sintomas de doenca, coloragdo normal
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Figura 4.10- Média da frequéncia de isolamento de fungos encdadittotais eTrichoderma a partir de folhas,
bainhas e raizes de plantas de cana-de-aclca$ambs a inoculacdo dos fungog223e T20 no
solo
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Tabela 4.5 - Efeito da inoculagdo da linhagem223no acimulo de massa fresca e seca nas raizeeeapert
de plantas de arroz e feijdo, cultivadas por 36 dia casa de vegetagéo

Planta Tratamento Massa fresca (g} Massa seca (g)
Raiz Parte aérea Total Raiz Parte aérea Total
Artoz Controle 0,30° 0,68° 0,99° 0,03? 0,18° 0,22°
T.v223 0,362 1,052 1,41% 0,02b 0,162 0,18%
Feijéo Controle 6,952 14,78 21,72 0,332 1,392 1,732
T.v223 7,162 15,02 22,22 0,392 1,39 1,782

Tos vaili)res indicados representam média de 10igdpstpara o experimento com arroz, e 12 repetigdes 0 experimento
K/Ioé?ii;egjeclicg cada planta pertencentes a mesma colsegualas de mesma letra ndo diferem estatistidcansegundo teste de
comparacao de médias de Tukey a 1% de significancia

crescimento regular) e apresentavam-se saudavajsrmesas. Para plantas de arroz, os dados de
massa fresca e seca mostraram um comportamensmteageculiar das plantas inoculadas. Elas
apresentaram maior acumulo de massa fresca emAgeks; plantas controle, sendo que a
diferenca foi significativa apenas para parte aéresmssa total, mas ndo para raizes (Tabela 4.5).
Entretanto, em contrapartida, essas plantas apaegsenmenor acimulo de massa seca quando
comparadas com as plantas controle, principalmgant raizes, onde a reducédo da biomassa foi
significativa (Tabela 4.5). Diferentemente, as fdande feijdo inoculadas com. virens
apresentaram um leve aumento tanto no acumulo dsarfeesca como de massa seca, em
relacdo as plantas controle, entretanto, essaedgar ndo foi estatisticamente significativa,
indicando que esse fungo nédo promoveu efeitosfiigtivos sobre o crescimento e acumulo de

biomassa das plantas de feijdo nas condi¢cOes dasl{@abela 4.5).

4.2.3 Discussao

A colecao de fungos endofiticos de cana-de-acUutitaono presente trabalho (Capitulos
2 e 3) conta com um grande numero de géneros eiespfingicas com potencial para
exploracdo na agricultura e biotecnologia. A eszalb fungoT. virenspara os estudos deste
Capitulo levou em consideracdo trabalhos anteriques descrevem esta espécie como um
micoparasita agressivo, capaz de sintetizar atitb&) induzir a producdo de fitoalexinas e a
resisténcia do hospedeiro (HOWELL, 2006) e, em rageasos, também de promover o
crescimento vegetal (RUDRESH; SHIVAPRAKASH; PRASAIN05). O desenvolvimento de
um sistema de transformacao confiavel para inte&oigénica ent. virensé um pré-requisito

para melhorar a compreensdo da sua genética egiaiotwlecular, fornecendo conhecimento
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para o melhoramento do potencial desse fungo cayeate de controle biolégico. Devido a
auséncia de relatos na literatura de transformagadungo T. virensvia A. tumefacienso
primeiro passo do presente trabalho foi a realzagiexperimentos para determinar as melhores
condicbes de transformacédo. Michielse et al. (208&3creveram diferentes fatores como
determinantes da eficiéncia de agrotransformagdine eles, a linhagem d&grobacterium o
material fingico inicial, a concentracdo de acetogena, as condi¢des de co-cultivo e o tipo de
membrana. Por exemplo, diferentes membranas, taiso cnitrocelulose, nailon (Hybond),
celofane e papel de filtro, tém sido usadas naaetip co-cultivo de diversos protocolos,
entretanto, membranas de nitrocelulose e Hybonédn€proporcionado menores eficiéncias de
transformacao (MICHIELSE et al., 2005; VIIJN; GOVER®03) do que o papel de filtro e a
Hybond N (ZEILINGER, 2004). Curiosamente, na literatura sotae sdo encontrados
protocolos para transformacdo de espécies do gdmetwodermaque utilizam nitrocelulose e
celofane (CARDOZA et al., 2006; DE GROOT et al.989ZEILINGER, 2004; ZHONG et al.,
2007), entretanto, esses dois tipos de membrareseagaram-se totalmente inadequados para
transformacéo da linhagem devirensdo presente trabalho. A alteracdo no tempo de kiv@u
também tem revelado variacdo na eficiéncia de foemacdo. Para a maioria das espécies
fungicas o co-cultivo por 48 horas tem resultado lema maior eficiéncia de transformacao
(LEAL et al., 2004; MULLINS et al., 2001; RHO; KANG.EE, 2001). Entretanto, em alguns
casos a extensdo desse tempo pode resultar em iomntiaero de transformantes (COMBIER
et al., 2003). Outro fator a ser observado no dtvoué a razdo bactéria:fungo, pois essa
proporcao determina a eficiéncia da interacdo ewgrerganismos. Geralmente, 0 aumento de
células fungicas leva ao aumento no numero deftranantes (REIS et al., 2004; ROGERS et
al., 2004; ROLLAND et al., 2003; ZEILINGER, 2004WAERS; WAARD, 2001), contundo,
essa relacdo nao parecer ser diretamente propafr¢@OVERT et al., 2001; REIS et al., 2004).
Os resultados do presente estudo confirmam os d#mdiseratura, pois o uso de uma maior
concentracdo de conidios levou a formacéo de urmrmémero de transformantes.

Apos a determinagdo das melhores condi¢des pav&raggformacdo do fungb. virens
considerando o que foi testado, dois experimemmspendentes foram realizados com o intuito
de verificar a consisténcia do protocolo adotadbtencdo de uma colecéo de transformantes. Os
resultados confirmaram a coeréncia do protocolotagido sendo que foi possivel obter
transformantes a partir de todas as condi¢fes gagas (membrana de nailon ou papel de filtro;
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200 ou 400 pM de acetoseringona; e condicdo de&etermal ou sobrecamadg com média
de transformantes por 16onidios.mL* igual a 10 e 13, para o primeiro e segundo expserio
respectivamente. A utilizacdo da condicdo de seleghrecamaddoi empregada anteriormente
por Zeilinger (2004) na transformacao Teatroviride,com o objetivo de diminuir a taxa de
crescimento dos transformantes e assim conseguipeear um maior nimero deles. No presente
trabalho esse método também se mostrou mais adequeid a alta taxa de crescimentoTde
virenslimita a eficiéncia de recuperacao dos transforemrnbegundo De Groot et £.998), a
inducdo dos genesir, pela presenca de acetoseringona durante o dwecud# um fator
necessario para a transformacdo de fungosAgoobacterium.De fato, no presente trabalho
quando o crescimento da bactéria no meio de indagdao-cultivo do fungo com a bactéria
foram realizados na auséncia de acetoseringondpnpgossivel obter colénias transformadas. A
importancia do uso da acetoseringona na agrotnana@@o ja foi reportada em varios outros
estudos (COMBIER et al., 2003; GORFER et al., 200&TA et al., 2007; RHO; KANG; LEE,
2001; ZEILINGER, 2004; ZHONG et al., 2007).

Uma amostra de vinte transformantes, obtidos nesies de agrotransformacéao, foi
avaliada quanto a estabilidade mitética e os r@do#t mostraram que 70% deles mantiveram o
fenotipo resisténcia a higromicina B e expressaopadeina GFP. De fato, altas taxas de
estabilidade mitética tém sido descritas para elifexs espécies fungicas transformadas com gene
gfp pelo sistemaigrobacterium(FITZGERALD et al., 2003; GORFER et al., 2007; MARO
et al., 2007). A insercdo do T-DNAo genoma dos transformantes foi confirmada por BCR
Southern blatTodos os transformantes avaliados apresentaiasegdo do T-DNA, sendo que
em dois deles houve a inser¢cao de mais de uma doeNA exdgeno. Segundo Michielse et al.
(2005), diferentes parametros determinam o namerodgias do T-DNA inseridas no genoma
do fungo. No estudo de Mikosch et al. (2001), pamneplo, o uso de conidios germinados levou
a maior formacéo de transformantes contendo magtipbpias do T-DNA do que a utilizacdo de
micélio, onde houve a predominancia de transforesacdm uma Unica copia.

A geracdo de transformantes de virens, carregando os genes de resisténcia a
higromicina B e da proteina GFP, facilitou o estdddnteracad . virenseana-de-acucar, nunca
antes estudada. Em primeiro lugar, a capacidadengdm T. virensde colonizar tecidos de cana-
de-acucar endofiticamente foi confirmada por reis@nto da linhagem transformadao,

usando como ferramenta para confirmacao da idelidi fungo reisolado a resisténcia ao
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antibiético higromicina B e a expressdo da prot&r#&. Essa estratégia, baseada na inoculagéo
e reisolamento do fungo endofitico aplicando ostylados de Koch, tem sido amplamente
empregada em estudos que avaliam a capacidadéatielesimento de uma interacdo endofitica
com a planta hospedeira (REDMAN; DUNIGAN; RODRIGUEZD01; SCHULZ et al., 1998;
SCHULZ et al., 1999; SIEBER, 2007). Os dados deotemento mostraram quie virensé
capaz de colonizar plantas de cana-de-acUcar @indofente, e que essa colonizacdo se da
preferencialmente nas raizes dessas plantas, modicgue esse fungo geralmente ndo se desloca
para as partes mais superiores da planta. Essdtades corroboram observacdes anteriores,
onde foi relatado que espécies do géneiohodermanédo foram isoladas como enddfitos de
folhas de cana-de-acucar (STUART, 2006; STUART let 2010), mas foram isoladas em
frequéncias significativas a partir de tecidos déses dessas plantas (Capitulo 2 e 3 do presente
trabalho). A colonizacao preferencial de raizesbtaim tem sido relatada em outras espécies de
Trichoderma(HARMAN et al., 2004a; LO et al., 1998) e diferentgraus de preferéncia de
fungos endofiticos por algum tecido tem sido relaatdo a adaptacdo a condi¢des particulares
presentes em cada 6rgao vegetal (AKELLO et al..7260JMAR; HYDE, 2004; SCHULZ,
BOYLE, 2005). De maneira geral, a colonizacdo dastps de cana-de-acgucar pela linhagem
T20 ocorreu em baixas frequéncias, ndo levou a afiesagenotipicas visiveis nem algum
sintoma de doenca, e ndo afetou a frequénciadethingos endofiticos. Dados da literatura tém
mostrado que a taxa de colonizacdo endofitica smiteinfluenciada pelo tipo de indculo
utilizado e pelo substrato de crescimento das aafBAILEY et al., 2008; USUKI et al., 2002),
de forma que as baixas frequéncias encontradasrpteteresultado das condi¢cdes em que a
interacao foi avaliada. Entretanto, assim como apiflo 2, a variacdo na frequéncia fangica em
funcdo da idade da planta também foi observadaplmmrando o fato de que o estagio de
crescimento da planta impde efeitos significatimascomunidade fungica associada a ela. De
forma interessante, o reisolamento Tdevirensmostrou que o transformani&®0 manteve o0s
genes introduzidos pela agrotransformacdo mesnmoapassagem pela planta no esindavo,
confirmando a estabilidade genética dessa linhagssa constatacdo é importante, uma vez que
a estabilidade de genes introduzidos observadaoewiigdes de laboratorio pode ser bastante
diferente da estabilidada planta (LESLIE; DICKMAN, 1991) e a ocorréncia de modifices
genéticas em linhagens transformadas ap6s a passpgl planta hospedeira tem sido
observada em alguns fungos (DICKMAN; PARTRIDGE, 99ELLER; BERGSTROM;
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YODER, 1991; LESLIE; DICKMAN, 1991; MIKKELSEN et gl 2001; TOOLEY; LEUNG;
LEONG, 1992).

O estudo do comportamento dle virensdurante a interacdo com plantas de cana-de-
acucartambém foi realizado por microscopia, MOF e MEVdera colonizacdo superficial e
interna dos tecidos radiculares foi monitoradacamd do tempo. As andlises foram realizadas
usando o transformant&20, cujas caracteristicas morfolégicas, taxa de oresto e
esporulacdo sdo muito semelhantes as da linhaglagem e que, além disso, apresenta a
vantagem de conter em seu genoma o gémeDe maneira geral, os resultados mostraram que
esse fungo coloniza intensamente as superficiemidado hospedeiro, formando uma densa
massa micelial em torno desse 6rgao. Além dissanaise de cortes transversais também
revelou quer. virensé capaz de penetrar o tecido hospedeiro e coloaizmpaco intercelular
das primeiras camadas da epiderme radicular. Daldoditeratura mostram que algumas
linhagens deTrichoderma sdo capazes de colonizar apenas pontos especfapsraizes
(METCALF; WILSON, 2001), mas que, linhagens rizoafeompetentes colonizam toda a
superficie da raiz por varias semanas (THRANE; TRBOK; JENSEN, 1997) ou meses
(HARMAN, 2000). Geralmente, a penetracdo no tecatbcular porTrichodermaspp. se limita
as primeiras camadas de células (METCALF; WILSORQ12 YEDIDIA; BENHAMOU;
CHET, 1999; YEDIDIA et al., 2000), em funcdo davagido de respostas de defesa da planta, e
ndo leva ao estabelecimento de doenca (HARMAN.e2@04a). O inicio do estabelecimento de
uma interacdo endofitica pode ocorrer pela entdgadango por meio da formacgéo de estruturas
especializadas como os apressorios, como ja olmkepaaDiscula umbrinellana superficie de
folhas (VIRET; SCHEIDEGGER; PETRINI, 1993) Ririformospora indicana superficie de
raizes (VARMA et al., 1999). Entretanto, no presemabalho ndo foi observada a formacgéo de
apressorio ou outras estruturas especializadagamitb queT. virenspenetra nas raizes da
planta hospedeira por outros mecanismos. Fungosfidods também podem entrar na planta
hospedeira através de aberturas naturais como &st®rmu por entre as células da epiderme
através da cuticula via agdo de enzimas liticampgé descrito para o fundgeauveria bassiana
(WAGNER; LEWIS, 2000). No presente estudo, a ardalis MEV ndo detectou a formacéo de
estruturas especializadas na superficie das raigessm revelou crescimento micelial

direcionado as juncdes celulares, o que pode seinditio de querl. virensdeve penetrar o
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tecido radicular das plantas de cana-de-acUcawvéatralo crescimento entre as células e
penetracdo via acdo de enzimas liticas na cuticula.

Além de serem largamente reconhecidas como oOtimgestes de controle bioldgico, as
espécies do génerbrichodermatambém se destacam por outros efeitos diretos laedap
(HARMAN et al., 2004a). Esses efeitos incluem prg&w de crescimento e aumento na
produtividade (HARMAN, 2000; YEDIDIA et al., 2001aumento no crescimento de raizes e
tolerancia a seca (HARMAN, 2000), inducéo de réaist sistémica (HARMAN et al., 2004b;
YEDIDIA; BENHAMOU; CHET, 1999; YEDIDIA et al., 2000YEDIDIA et al., 2003), aumento
da absorcdo de nutrientes e efeito de fertiliza#@sRMAN, 2000; YEDIDIA et al., 2001) e
aumento na germinagdo (BJORKMAN; BLANCHARD; HARMAN998). Nesse contexto, 0s
efeitos do fungorl. virensna planta hospedeira tem sido amplamente estudadoalgodao
(HOWELL, 2006), mas até o momento nenhum estudordalizado buscando investigar a
interacdo desse fungo com cana-de-agucar. Asspresente trabalho avaliou os efeitosTde
virenssobre o crescimento e acumulo de biomassa da&s rigarte aérea de plantas de cana-de-
acucar. Os resultados mostraram que a presentavitensnas raizes das plantas néo alterou as
caracteristicas fenotipicas das mesmas, de forma guescimento e o acumulo de biomassa das
plantas controle ndo diferiram das plantas ino@adadomT. virens. Efeitos positivos no
rendimento e desenvolvimento da planta geralmeddensais evidentes quando ela esta sob
condicOes de estresse, como a presenca de patogenopragas (HARMAN et al., 2004a).
Essas analises também permitiram avaliar se aagdtergenética ocorrida no genoma do
transformantel 20 levou a alguma mudanca na interacédo fungo-plaréafobna interessante, a
comparacao dos dados obtidos pela linhagem selvage?d23 com os dados do transformante
T20, mostrou que essas duas linhagens apresentaréos efemelhantes sobre as plantas de
cana-de-acucar, indicando que o transform@@t@manteve o padrao de interacdo com a planta
hospedeira. Nem sempre linhagens com alteraco&siggnmantém o padrao de interacdo com a
planta. No trabalho de Favaro (2009), por exemplagrotransformacao do funggpicoccum
nigrumlinhagem P16 para inser¢cdo do T-DNA contendo ogge€e resisténcia a higromicina B
e gfp levou a uma reducédo significativa do acumulo dembissa vegetal quando o mutante
(linhagem P16-35¢gfp) foi inoculado em plantas de@aede-acucar cultivadas em casa de

vegetacdo. Em outro estudo, mutacées num unico @end) do fungo endofiticdEpichloé
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festucadevaram a mudancgas no seu estilo de vida duramieracédo conbolium perenngque
passou de mutualista para parasitico (TANAKA et24106).

O efeito do fungd'. virenslinhagemT.v223sobre outras plantas hospedeiras também foi
avaliado. Em feijao, esse fungo ndo promoveu efesignificativos sobre o crescimento e
acumulo de biomassa das plantas, porém, esse fanagmoveu um resultado interessante em
plantas de arroz, visto que estas apresentarant a@imulo de biomassa de parte aérea e total,
porém, apos a secagem do material, os valores dsans&ca obtidos para essas plantas foram
menores do que das plantas nao inoculadas, sendoegsa reducdo de biomassa foi
estatisticamente significativa para as raizes. iderendo que as plantas inoculadas e controle
foram conduzidas sob mesmo manejo de rega, amleetmpe de solo, pode ser sugerido que a
inoculacéo deT. virenslevou as plantas de arroz a alteracdes fisiologiees resultaram em
acumulo de agua e menor biomassa nas raizes, qeantwaradas com as plantas controle.
Diferentes fatores podem ter relacdo com esse @vBor exemplo, a redugdo no acumulo de
massa seca em diferentes espécies de plantasr@afisida para o fungb. virens,em funcéo da
producado do composto fitotoxico viridiol (JONES; NANI; HANCOCK, 1988). Além disso, a
colonizacdo das raizes por fungos do gériaiohodermatem sido associada com grandes
mudanc¢as na maquinaria metabdlica da planta hospdtiARMAN et al., 2004a) e a interagéo
de plantas com fungos mutualistas (endofitos e mikas) parece influenciar consideravelmente
o balango hidrico da planta (ARNOLD; ENGELBRECHDO0Z; AUGE, 2001). Ou seja, pode
ser que essa linhagem Tevirenstenha levado a um aumento na capacidade das ptentasoz
em adquirir agua, o que pode ser interessante ppaisria resultar no aumento da tolerancia ao
estresse hidrico. Tolerancia a seca tém sido delatam frequéncia como resultado da interacao
entre fungos mutualistas e planta hospedeira (BACI9N3; READ; CAMP, 1986; REDMAN;
DUNIGAN; RODRIGUEZ, 2001). Por exemplo, Redman, iam e Rodriguez (2001)
verificaram que algumas espécies@idletotrichumforam capazes conferir tolerancia a seca em
plantas de tomate e pimentdo, uma vez que plantasizadas pelo fungo apresentaram menor
porcentagem de mortalidade apds passagem porsestriesico.

O presente estudo descreve pela primeira vez sforamacédo dd. virenspelo sistema
Agrobacterium.O uso dessa estratégia facilitou os estudos delaeiento e colonizacdo, por
meio da utilizagdo de uma linhagem de virens transformada, expressando 0s genes de

bY

resisténcia a higromicina B gfp. Os resultados obtidos no presente trabalho feraet
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informacdes basicas sobre a interatawirenscana-de-acgucar, ou seja, foi observado que esse
fungo coloniza cana-de-acucar endofiticamente, likecge preferencialmente no espaco
intercelular das primeiras camadas de célula dddeadicular e ndo gera alteracdes detectaveis
no fendtipo das plantas de cana-de-acucar. ESsamacdes contribuem para a compreensao do
possivel papel de fungos endofiticos durante igeracom a planta hospedeira. Além disso, o
estabelecimento do sistema de agrotransformacad pairensabre a possibilidade do uso dessa
ferramenta para estudos de mutagénese com visteEmtficacdo de genes importantes, como

agueles relacionados com controle biolégico.
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5 PAPEL DAS ENZIMAS QUITINOLITICAS NO CONTROLE BIOLOG ICO
EFETUADO POR UMA LINHAGEM ENDOFITICA DE Trichoderma virens

Resumo

Por um longo tempo o micoparasitismo foi considerad principal mecanismo de
controle biolégico empregado por fungos do gérieiohoderma e as enzimas quitinoliticas
eram tidas como componentes essenciais desse gpo&gdretanto, a publicacdo de resultados
contraditérios na literatura acerca do papel démgses e a descoberta de novos mecanismos de
biocontrole, tém feito com que o papel dessas eawina atividade de controle biolégico por
Trichodermaainda nédo seja totalmente compreendido. Dessa fasnpaesente trabalho teve
como objetivo determinar até que ponto as enzimasingliticas desempenham papel
fundamental na atividade de controle biolégico piellogo T. virens Para tal, uma linhagem
endofitica T.v223, isolada de raiz de cana-de-acucar (Capitulo 2),ctoifirmada como
endofito de cana-de-acglcar e de trés outros hoispedarroz, feijao e alface) por reisolamento e
imunolocalizacdo, e depois, utilizada para geragéanutantes deficientes para producdo de
quitinases. Duas estratégias diferentes foram eyjages para obtencdo dos mutantes:
mutagénese sitio-dirigida por delecdo génica, garar mutantes simples e duplo dos genes de
exoquitinaseTv-nagl e Tv-nag2, e silenciamento génico via RNAI, para gerar mutante
silenciados para os genes de endoquitinasechl Tv-ech2e Tv-ech3 Os mutantes foram
confirmados poiSouthern blgtNorthern blot checados para atividade quitinolitica por ensaios
em gel contendo substratos fluorescentes espexifile quitina (MU, MU2 e MU3) e
comparados com a linhagem selvagé&m223 quanto as caracteristicas fenotipicas. Cinco
mutantes AHex10,AChi2.53,AHexAChi2.1, S.pNO.8, S.pOf.28) foram entédo seleciongdwa
realizar os testes de controle biol6ginovivo, onde a capacidade de proteger a planta contra o
ataque por patdgenos foi comparada a da linhagéragseen. Quatro fungos fitopatogénicos
foram utilizados: Ceratocystis paradoxaem cana-de-acucaiSclerotinia spp., em alface;
Rhizoctonia solanem feijdo eMagnaporthe oryzaem arroz. Os resultados obtidos nesses
experimentos foram bem particulares, pois mostragaen as enzimas quitinoliticas podem ser
essenciais a atividade de controle biolégico efityaorT. virens,mas que a importancia e a
participacdo dessas enzimas no processo dependtpo die planta e de patdégeno envolvidos na
interacdo. Isto é, em plantas de cana-de-acUcamuantes deficientes para atividade de
endoquitinases apresentaram capacidade reduzidardgrolar o patdogen€@. paradoxacontudo,
em plantas de alface os mutantes deficientes padugdo de exoquitinases foram 0os menos
eficientes no controle d8clerotiniaspp. JA em plantas de feijdo, nenhum dos mutariei e
qualquer alteracdo na performance de biocontrolR.deolani Além disso, a capacidade de
virens inoculado no solo em proteger plantas de arrozraamh patdégeno foliar confirmou a
idéia de que a producdo de quitinases ndo sejdaco amecanismo empregado por esse fungo
durante a atividade de controle biologico, mas sjug pelo menos em alguns casos, também a
inducdo da resisténcia das plantas. Ou seja, éppewavel queT. virensempregue diferentes
mecanismos de controle bioldgico dependendo dogpatd fungico e/ou da espécie vegetal
envolvidos na tripla interacao.

Palavras-chaveTrichoderma virens Controle bioldgico; Quitinases; Respostas de siefe
Fitopatdgenos
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5 ROLE OF CHITINOLYTIC ENZYMES IN THE BIOLOGICAL C ONTROL
ACHIEVED BY AN ENDOPHYTIC STRAIN OF Trichoderma virens

Abstract

For a long time mycoparasitism was considered tam mechanism of biological control
by Trichodermaspeciesand the chitinolytic enzymes were considered @ilitin this process.
However, conflicting results published in literawalong with the discovery of new mechanisms
of biocontrol, has made difficult to fully undersththe role of these enzymes in the biological
control activity of Trichoderma.The present work addressed the question to whanext
chitinolytic enzymes are important in the procetbiological control byT. virens.For that, an
endophytic strainT.v223), previously isolated from sugar cane root (Chapjewas assured as
an endophyte of sugarcane and three other hosts (sean and lettuce) by re-isolation and
immuno-localization assays, and following that,wias used to generate chitinase-deficient
mutants. Two different strategies were employeddnerate the mutants: targeted mutagenesis
by gene deletion, used to obtain single and douWdsleck-outs of Tv-nagl and Tv-nag2
exo-chitinase genes, and RNAI mediated silencisgduo obtain knocked-down mutants for the
three endochitinase genég-echl Tv-ech2andTv-ech3 The mutants were checked $guthern
blot, Northern blot chitinolytic activity by in-gel assays using chispecific fluorescent
substrates (MU, MU2 and MU3) and phenotypically paned to the wild type straif.v223
Five mutants AHex10,AChi2.53,AHexAChi2.1, S.pNO.8, S.pOf.28) were selected to perform
in vivo biological control tests, in which their abilities protect plants from pathogen attack were
compared to that of the wild type. Four differerityfppathogens were use@eratocystis
paradoxainfecting sugarcaneSclerotinia spp. infecting lettuceRhizoctonia solaninfecting
bean andMagnaporthe oryzaenfecting rice. Curiously, the results showed tlattinolytic
activity may be essential to the biocontrol acyiwf T. virens,but its significance and the input
of each chitinase depends on the plant and pathglggimg the interaction. That is, in sugarcane
plants the mutants lacking endochitinase activégt reduced capacity to control the pathoGen
paradoxa conversely, in lettuce plants the exo-chitinasgding mutants presented the reduced
competence to contrdclerotiniaspp., whereas in bean plants none of the mutaritgited
reduced biocontrol abilities agairRt solani.In addition, the soil inoculated. virensability to
protect rice plants from a foliar disease suppottexrlidea that chitinase production is not the
only mechanism this fungus employ during the biaalbcontrol process, but at least in some
cases, also the induction of plant resistance.éfbe, it seems likely that. virensmake use of
different mechanisms of biological control depegdon the fungal pathogen and/or the plant
species playing the three-way interaction.

Keywords: Trichoderma virens Biological control; Chitinases; Defense responses
Phytopathogen
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5.1 Introducgéo

De maneira geral, fungos do gén@érachodermaséao considerados simbiontes avirulentos
e oportunistas, uma vez que esse grupo € capazdantver livremente como sapréfita no solo,
como de estabelecer relagbes simbidticas com asapl8HARMAN et al., 2004a). Linhagens
mutualistas geralmente colonizam células do cérsdicular e estabelecem uma zona de
interacdo quimica com a planta (HARMAN; SHORESHQ20 Nessa simbiosérichoderma
ganha acesso aos nutrientes da planta, os quaiggrarque ele se prolifere e, em contrapartida,
a planta aumenta seu crescimento e acumulo de &§samde parte aérea e raiz, aumenta a
absorcdo de micronutrientes e ganha protecdo corataque de patégenos (HARMAN, 2000;
HARMAN et al., 2004a; YEDIDIA; BENHAMOU; CHET, 1999YEDIDIA et al., 2001). Essa
zona de interacao quimidaichoderma— planta € muito importante, pois determina ogafalo
fungo na planta e as consequéncias da simbiosapdras (HARMAN; SHORESH, 2007).

O fungoTrichoderma virengteleomorfoHypocrea virensé considerado um dos agentes
de controle biologico mais versatil e eficaz quetesa estudado até o momento (HOWELL,
2006). Por um bom tempo a capacidade que esse fangde controlar doencas de plantas foi
atribuida principalmente aos efeitos diretos emmosufungos, especialmente pela habilidade de
atuar como um micoparasita e de produzir antiéti(Dl PIETRO et al., 1993; HOWELL,
1982; HOWELL; PUCKHABER, 2005; TU, 1980; WILHITE;UMSDEN; STRANEY, 1994).
Inclusive, o micoparasitismo tem sido bastante de&ta nessa espécie e tradicionalmente as
enzimas quitinoliticas tém sido consideradas es@snesse processo, ja que o substrato delas, a
quitina, é o componente mais abundante da parddircda maioria dos fungos (PEBERDY,
1990). Lorito (1998a) propbs a separagao das qgsis em trés categorias, a partir do
mecanismo empregado para quebrar as moléculas praoldstos liberados. As endoquitinases
(EC 3.2.1.14), comumente denominadas de quitina&ses,aquelas que quebram molécula de
quitina e quitoligdmeros aleatoriamente, e liberamo produto da clivagem uma mistura de
moléculas de baixo peso molecular de diferentesatios, sendo que a diacetilquitobiose
(GIcNAc), é o produto mais comum. A quitobiosidaspii{ina-1,4#-quitobiosidasg € uma
exoquitinase que catalisa a quebra progressivauitina e dos quitoligdmeros a partir do
terminal ndo reduzido da molécula, e libera apemadipo de produto, a (GICNAEL)A ultima
categoria inclui outro tipo de exoquitinasef-&l-acetilhexosaminidaséEC 3.2.1.52), a qual
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cliva quitina e quitoligdmeros progressivamente aatip do terminal ndo reduzido e libera
somente mondmeros d¥-acetilglicosamina (GIcNAc) (LORITO, 1998a). Divass endo- e
exoquitinases dé@&richodermaspp. tém sido purificadas e caracterizadas (DE IRUZ et al.,
1992; DI PIETRO et al., 1993; EL-KATATNY et al., @0; HARAN et al., 1995; HARMAN et
al.,, 1993; KIM et al., 2002; LORITO et al.,, 1994,LHOA; PEBERDY, 1991; ULHOA;
PEBERDY, 1992), e alguns genes ja foram clonad@sREOLIO et al., 1994; DRABORG et
al., 1995; GARCIA et al., 1994; HAYES et al., 1994M et al., 2002; LIMON et al., 1995;
PETERBAUER et al., 1996; VITERBO et al., 2001; VRBO et al., 2002).

Alguns resultados da literatura acerca do papeletadmas quitinoliticas no controle
bioldgico porTrichodermaséao contraditérios, fazendo com que o papel dessasias ainda nao
seja totalmente compreendido. Isto €, muitos thadsatiescrevem o envolvimento de quitinases
na atividade de controle biolégico (BRUNNER et &Q03; CARSOLIO et al.,, 1999; DE
MARCO; VALADARES-INGLIS; FELIX, 2004; DI PIETRO etl., 1993; LIMON; PINTOR-
TORO; BENITEZ, 1999; LU et al., 2004; PETERBAUER &1, 1996; SCHIRMBOCK et al.,
1994), entretanto, alguns estudos associam arefiai€le biocontrole pofFrichodermaa outros
mecanismos e ndo ao micoparasitismo (CARON, 199@9WHLL, 1987; ROBERTS;
LUMSDEN, 1990; ZIMAND; ELAD; CHET, 1991). EnT. virens sete genes de quitinases ja
foram descritos (BAEK; HOWELL; KENERLEY, 1999; DIIPTRO et al., 1993; KIM et al.,
2002), porém, até o momento o papel na atividadmdgole bioldgico do fungo soé foi avaliado
para um gene cht42=ech42=T.v.-echl Este gene, que codifica uma endoquitinase, foi
superexpresso e inativado por disrupcdo, e ostae®sl mostraram aumento e reducdo na
eficiéncia de biocontrole contra o fitopatdgeRbizoctonia solanirespectivamente (BAEK;
HOWELL; KENERLEY, 1999). Curiosamente, a inativacdesse gene eri. harzianum
linhagemP1 levou a reducdo da capacidade de controlar @ygab Botrytis cinerea mas
aumentou a eficiéncia de biocontrole corasolani(WOO et al., 1999). Aléem disso, plantas
transgénicas expressando o gene de endoquitth&t2 deT. virensou echd2 deT. harzianum
mostraram-se mais resistentes ao ataque por disrditopatogenos (BOLAR et al., 2000;
EMANI et al., 2003; LORITO et al., 1998b).

Recentemente, muitos outros mecanismos tém sidadeyados importantes na protecao
das plantas contra patdégenos gaichoderma incluindo, por exemplo, a competicdo por
elicitores de germinacdo (HOWELL, 2002, 2003), &igio de enzimas necessarias para
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infeccdo (ZIMAND; ELADY; CHET, 1996) e, principalmé&e, a inducao de respostas de defesa
localizada ou sistémica da planta (AHMED; SANCHEZANDELA, 2000; DE MEYER et al.,
1998; DJONOVIC et al., 2006; DJONOVIC et al., 200dANSON; HOWELL, 2004
HARMAN et al., 2004b; HOWELL et al., 2000; KOIKE al., 2001; VITERBO et al., 2007;
YEDIDIA et al., 2003). Durante a interacdoichoderma— planta, o fungo libera uma gama de
compostos quimicos bioativos, 0os quais desencadamasérie de reacdes no metabolismo da
planta, geralmente incluindo a expressao de predfou o acumulo de fitoalexinas, envolvidas
nos mecanismos de resisténcia da planta (HARMAN)DRBSH, 2007). Por exemplo, o fungo
T. virensproduz uma série de proteinas e peptideos queandazproducao de fitoalexinas do
tipo terpendide, as quais contribuem com a resigtéontra patégenos em plantas de algodao
(HANSON; HOWELL, 2004).T. virenstambém secreta um tipo de hidrofobina, denominada
Sm1, cuja presenca foi descrita como essencialipdugdo da resisténcia sistémica em plantas
de algoddo e milho (DJONOVIC et al., 2006; DJONOWCal., 2007). Além disso, um tipo
especifico de peptideo produzido fovirens ospeptaibolsde 18 mer, sdo poderosos elicitores
de respostas de defesa em plantas de pepino diesafeelo patdgeno folidPseudomonas
syringaepv. lachrymangVITERBO et al., 2007).

O conflito entre alguns resultados da literatura @escoberta de novos mecanismos de
protecdo das plantas contra fitopatégenos faz coenaypapel das enzimas quitinoliticas no
biocontrole porTrichodermaainda ndo seja completamente esclarecido. Dessa far presente
trabalho teve como objetivo principal determinaé ajue ponto as enzimas quitinoliticas
desempenham papel fundamental na atividade deot®mtiologico pelo fungd'. virens Para
tal, uma linhagem endofitica de virens,isolada de raiz de cana-de-acucar (Capitulo 2), foi
utilizada para geracdo de mutantes deficientes pevducédo de quitinases. Dois genes de
exoquitinases Tv-nagl and Tv-nagd foram inativados por delecdo génica e trés geatees
endoquitinases foram silenciados simultaneamenteRpiAI (Tv-echl Tv-ech? Tv-ech3. Os
mutantes defectivos na producdo de quitinases foranparados a linhagem selvagem quanto a
habilidade de controlar diferentes patbgenos ener@rpgntosin vivo, e a importancia das

quitinases foi determinada.
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5.2 Desenvolvimento

5.2.1 Materiais e métodos

5.2.1.1 Isolados fungicos e condi¢fes de cultivo

A linhagem endofitica dé€richoderma virens T.223 (acesso GenBank GQ495269) e sua
isolinhaT20 (expressando gene GFP e resisténcia ao antibibigromicina B) foram obtidos
nos experimentos anteriores do presente trabalparta do isolamento de fungos de raizes de
cana-de-agucar (Capitulo 2) e transformacao genétediada poA. tumefaciengCapitulo 4). O
patogendCeratocystis paradox#i gentilmente cedido pelo Centro de Tecnologen&Vieira —
CTC, e os patogenoSclerotinia spp. e Magnaporthe oryzaglinhagem Guy-11) foram
gentilmente cedidos pelo Dr. Nicholas J. Talbotiyersidade de Exeter, Inglaterra). O patdégeno
Rhizoctonia solanifoi obtido da colecdo de culturas do Laboratorie Genética de
Microrganismos “Prof. Jodo Lucio de Azevedo” (Esc@uperior de Agricultura “Luiz de
Queiroz”, Universidade de Sao Paulo). O fuljocoryzaefoi cultivado em meio completo (MC)
(PONTECORVO et al.,, 1953) e todos os outros funfyjwmam cultivados em BDA (Batata
Dextrose Agar, Difco). Para crescimento, os funfgsam cultivados em estufa a 25° C sob
regime de 16 horas luz e 8 horas escuro.

5.2.1.2 Confirmacao do comportamento endofitico d&. virens

5.2.1.2.1 Reisolamento d€&. virensa partir de diferentes hospedeiros

Ensaios de reisolamento foram realizados para aavalicapacidade d&. virensem
colonizar endofiticamente diferentes 6rgdos detptade cana-de-acUcar, arroz, alface e feijao.
Para preparar o inéculo fungico, frascos cénicodeswlo farelo de trigo autoclavado (10 g farelo
de trigo: 30 mL &gua destilada) foram inoculados atinco discos de micélio (5 mm de
diametro) retirados da borda de crescimento den@dado mutant&20 crescidas em meio BDA
(Difco) por 3 dias, e incubados por 5 dias a 25A@0s o periodo de incubacao, a mistura foi

homogeneizada com espatula metdlica. A inoculagsutbstrato de cultivo das plantas foi
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realizada pela adicdo de 8 g do inéculo fangiccapzada 300 g de substrato, seguida da
homogeneizagdo completa e cuidadosa dessa miBfargas crescidas em solo ndo inoculado
foram adotadas como controle em todos 0s experosedt ensaio com cana-de-aglcar consistiu
do plantio de plantulas axénicas micropropagadase@ade SP80-1842) no substrato comercial
Basaplant (Base Agro). Sementes de feijdo (vareedA€-Alvorada) e de alface (variedade
Americana) foram plantadas no substrato Basapkedd Agro), e sementes de arroz (cultivar
CO0-39) foram plantadas numa mistura 1:1 de doistsaios comerciais (John Inne$ 21 e
Levington F2). As plantas foram mantidas em caseedetacdo e amostradas apés determinados
periodos, sendo eles: 20 d, 40 d e 60 d para plaetgana-de-acucar; 5d, 8 d, 10d, 12 d, 15 d,
30 d, 45 d e 60 d para plantas de arroz; e 150dcefara plantas de alface e feijdo. Para realizar
o reisolamento d&. virenslinhagemT20, cinco plantas de cada hospedeiro foram coletaosis
tempos mencionados acima, e seus o6rgéaos (folhale, caizes) foram submetidos ao processo
de desinfeccao superficial (sequéncia de imersaetanol 70% por 60 s, hipoclorito de sédio
(NaOCI) a 3% (v/v) de cloro ativo por 90 s, etaid®Pbo por 30 s e duas lavagens em agua
destilada esterilizada). Apos processados, osagdaram cortados em pequenos fragmentos de
aproximadamente 40 nfmcom auxilio de um estilete sobre placa de peterdizada. Foram
transferidos 7 fragmentos vegetais para cada plac®etri contendo meio de cultura BDA
(Difco) acrescido do antibiético tetraciclina (12§.mL?), para impedir crescimento bacteriano.
No tratamento contendo o transformai20 também foram utilizadas placas onde o agente
seletivo higromicina B (20Qug.mL?Y) foi adicionado ao meio de cultura, para restrinmi
crescimento fungico as colonias da linhagem transidaT20. As placas de isolamento foram
incubadas a 28° C por 2 a 14 dias e acompanhadadipamente para avaliagcdo do crescimento
de fungos. Apds crescimento fungico, o0 numero ti¢atolénias dé&richodermafoi anotado. Os
isolados morfologicamente semelhant€eE. airensforam coletados e transferidos para meio de
cultura BDA contendo 20Qug.mL™ do agente seletivo higromicina B, para confirmacéo
identidade do isolado. Além disso, esses isolado®bém foram confirmados como virens
linhagemT20 a partir da andlise da emissao de fluorescénci@devesb microscopio Optico de

epifluorescéncia (Zeiss Axiophot-2) usando o fidC (459-490 nm).
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5.2.1.2.2 Imunolocalizag&o d&. virensem plantas de arroz

Para determinar a distribuicdo espacial do fulgwirenslinhagemT20 no caule de
plantas de arroz (cultivar CO-39), as sementesrfgrlantadas em substrato inoculado ¢cbm
virens(como descrito no item anterior 5.2.1.2.1) e odesadas plantas foram coletados apos 30
dias de incubacdo em casa de vegetacdo para realzacesso de imunolocalizacao utilizando
0 anticorpo monoclonal MF2, o qual é especificamfgairchoderma(THORNTON et al., 2002).
Plantas cultivadas em substrato ndo inoculado Townrensforam utilizadas como controle. Para
imunolocalizacéo, o caule da planta de arroz fetis@ado em fatias de aproximadamente 1 mm,
com o uso de uma lamina. As seccdes foram distldsusequencialmente (da base para o topo do
caule) em membrana PVDF (membrana de transferémammbilon-P, Millipore), a qual estava
disposta sobre papel de filtro embebido em PBS#ON&ACI; 0,02% KCI; 0,115% NBEPOy;
0,02% KHPO, [pH 7.2]). Apbés 8 horas de transferéncia, a memdbréoi submetida aos
procedimentos necesséarios para deteccdo com @maticnonoclonal MF2 de acordo com o
protocolo descrito por Thornton et al. (2002). Aeganca ddrichodermafoi determinada a
partir do surgimento de um sinal de cor roxa natugnde as sec¢cfes estavam dispostas. As
seccdes que ndo contdirichodermando dao origem ao sinal de cor roxa. Para checauss&l
detectado correspondiaTa virensT20, apds a transferéncia para membrana PVDF, aseseccd
foram dispostas em placas de Petri contendo meid BDifco) acrescido do antibidtico
higromicina B (200pg.ml*) e incubados a 25° C por até 15 dias. Além diasocoldnias
crescidas em meio BDA com higromicina B foram a@alas para emissdo de fluorescéncia
verde sob microscopio Optico de epifluorescénces& Axiophot-2) usando o filtro FITC (459-
490 nm).

5.2.1.3 Obtencéo de mutantes deficientes para prociio de quitinases

5.2.1.3.1 Construgéo dos vetores de transformacgéo

5.2.1.3.1.1 Vetores para delecdo génica

A estratégia de mutagénese sitio-especifica deca@e génica foi empregada para obter

mutantes simples e duplo para dois genes de ekwapes,Tv-nagle Tv-nag? descritos
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anteriormente eri. virenspor Kim et al. (2002). Os vetores de transformdo@am construidos

de acordo com o métodsplit-marker (CATLETT et al., 2003), o qual facilita a obtencdas
construcdes, pois elimina etapas de clonagem viaegn de PCR de fusdo. Nesse método, cada
transformacao utiliza duas construcdes, cada umeerdo uma sequéncia (~ 1 kb) da regido
flanqueadora do gene-alvo e cerca de dois tercosadsete do marcador seletivo. Essas
construcdes sdo obtidas por PCR de fusédo, a plrtotuas etapas de PCR. A recombinagéo
homologa entre as regides do marcador seletivo spiesobrepdem e entre as regides
flanqueadoras da construcdo e as regides corresp@sdno genoma resultam na delecdo do
gene alvo e substituicdo pelo cassete do marcatkiive. Os passos da construcao dos vetores
estao ilustrados na Figura 5.1 e as sequénciamidadores utilizados estéo listadas na Tabela
5.1. Trés mutantes foram obtidos por essa esteaatéigis mutantes simples com resisténcia a
higromicina B AHex10 — o qual contém a delecédo do gémamag2e AChi2.53, o qual contém a
delecdo do genév-nag) e um mutante duplo com resisténcia a higromi&reaa sulfoniluréia

(AHexAChi2.1, o qual contém a delecdo de ambos os Janrag2e Tv-nag).

5.2.1.3.1.2 Vetores de silenciamento génico via RNA

A estratégia de silenciamento génico via RNAi feimpregada para silenciar
simultaneamente a expressdo de trés genes de dmdhsgps, Tv-echl, Tv-ech2, Tv-ech3,
descritos anteriormente paravirenspor Kim et al. (2002). Dois vetores de silenciamédontram
construidos, pSilentl-endochi e pSilentl-ToxA, deacomo base o vetor pSilentl desenvolvido
por Nakayashiki et al. (2005) para ascomicetos.e@rvpSilent-1 (6,9 kb) carrega um cassete
para resisténcia a higromicina B e uma unidadestrasional para expressdo de um grampo de
RNA com um espacador constituido por um intron @megde cutinase d&l. oryzae
(NAKAYASHIKI et al., 2005) (Figura 5.2a). A const&o dos vetores de silenciamento incluiu a
insercao de um fragmento de 500 pb do gene de aitthege Tv-ech2em dire¢cbes opostas
(senso e anti-senso) no vetor pSilentl. Essa regdd0 pb do genbBv-ech2apresenta mais de
90% de similaridade com regifes dos gehegchle Tv-ech3e foi amplificada a partir do DNA
gendmico dd. virenslinhagemT.v223com o uso de dois pares de iniciadores: 1F.end¢ubii.

+ 2R.endochi.Hindlll e 3F.endochi.Kpnl + 4R.endo8bhl (Tabela 5.1). Os fragmentos obtidos
(senso=1F2R, anti-senso=3F4R) foram eluidosgeloWizard® SV Gel and PCR Clean-up
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Figura 5.1 — Mutagénese sitio-especifica dos gdaexoquitinasdv-nagle Tv-nag2por delecao génica, com uso

da estratégisplit-marker.Os passos para construgcdo dos vetores de trangfwneaa recombinacao
homologa esperada estdo representadosagrpafa os mutantes simples, e em para o mutante
duplo. Em &) os pares de iniciadores 1F+2R e 3F+4R foranezadibs para amplificar fragmento de
1 kb das regides que flanqueiam o gene-alvo. QGsabvres 2R e 3F sdo hibridos, pois contém
nucleotideos complementares aos iniciadores MIZE3R na extremidade 5’, respectivamente. Nesse
passo, foram utilizados os iniciadores Chito2_5QHito2_m13F e Chito2_m13R+Chito2_30.1 para o
geneTv-nagl,e HEX1 Fw+HEX1.M13F_Rev e HEX2.M13R_Fw+ HEX2_ Rearg 0 gendv-nag2
Ainda no passo 1, os pares de iniciadores M13F+ktysp M13R+YGsplit foram usados para
amplificar os fragmentos “HP” e “PH” do cassete disisténcia a higromicina (geneph),
respectivamente. No passo 2, duas reac8es indefieadde PCR foram realizadas para promover a
fusdo dos fragmentos das bordas do gene-alvo cdmagreentos do cassete do marcador seletivo, ou
seja, os pares de iniciadores 1F+HYsplit e YGspi+foram utilizados para fus@o da borda 5’com o
fragmento “HP” e da borda 3' com o fragmento “Plspectivamente. Os mesmos passos foram
realizados para geragcdo do mutante duip)pd diferenca é que, nesse caso, ao invés ddarams a
linhagem selvageri.v223 utilizou-se um mutante simples (com delecdo gar@magd previamente
obtido, e o marcador seletivo foi o cassete passténcia a sulfoniluréia (genk1). Os pares de
iniciadores utilizados no primeiro passo foram Ghitm13R+Chito2_30.1 e
Chito2_50.1+Chito2_m13F, para amplificacdo dasGegide 1 kb flaqueadoras do gene-alvo, e os
pares ILsplit+M13R e M13F+LVsplit, para amplificacdos fragmentos “IL” e “LV1" do cassete do
marcador seletivo, respectivamente. No segundoopdssam empregados os pares de iniciadores
Chito2_30.1+ILsplit e LVsplit+Chito2_50.1, para prover a fusdo da borda 3' do gene-alvo com o
fragmento “IL” e da borda 5’com o fragmento “LVIrgspectivamente. As sequéncias dos iniciadores
utilizados estéo listadas na Tabela 5.1
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Iniciador Sequéncia 5-3' Gene-alvo Referéncia
HEX1_Fw CCGGTTGCTGCCGAAACCTTCAAT Tv-nag2 Este estudo
HEX1.M13F_Rev GTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGGTTGCCGGTTGAGGAGTGTTTCGG Tv-nag2 Este estudo
HEX2.M13R_Fw  TCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCCGATTACGCAGCTGTGGTGTAGT  Tv-nag2 Este estudo
HEX2_Rev GGCCGAAATGATGACCCTTTGCGG Tv-nag2 Este estudo
Chito2_50.1 GCTTCGACTGCTACTGTACTCCGT Tv-nagl Este estudo
Chito2_m13F GTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGGCTGAAAGCCAATGCGGCAATCGC  Tv-nagl Este estudo
Chito2_m13R TCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCGCTGTTCACCTAAGGGGAGAGTC  Tv-nagl Este estudo
Chito2_30.1 AACAGCATACACTGGGAAGACTCG Tv-nagl Este estudo
HY split GGATGCCTCCGCTCGAAGTA hph Kershaw e

Talbot (2009)
YG split CGTTGCAAGACCTGCCTGAA hph Kershaw e
Talbot (2009)
IL split TCTGGTTGTATTCTCAGGAC ilv Kershaw
(n&o publicado)
LV split CATACCAAGCATGTGCAGTG ilv Kershaw
(n&o publicado)
M13 F CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC - Carlson e
Messing (1984)
M13 R AGCGGATAACAATTTCACACAGGA - Carlson e
Messing (1984)
1F.endochi.Xhol CGCCAAATCTAGTCTCGAGCT Tv-ech2 Este estudo
2R.endochi.HindIll AAGCTTACCCCTCCCCGATGCCATTAT Tv-ech2 Este estudo
3F.endochi.Kpnl GGTACCCGCCAAATCTAGTCTCGAGCT Tv-ech2 Este estudo
4R.endochi.Sphl ~ GCATGCACCCCTCCCCGATGCCATTAT Tv-ech2 Este estudo
1F.Spel.ToxA ACTAGTCATGGAGGAGTTCTGTACGCGC ToxA Este estudo
2R.fusion.ToxA AGCAGCTCGAGACTAGATTTGGCGGACCTATATTCATTCAATGTCAGC ToxA Este estudo
3F.fusion. ToxA GCTGACATTGAATGAATATAGGTCCGCCAAATCTAGTCTCGAGCTGCT Tv-ech2 Este estudo
Hex probe F ACCAGACGGTCCAAGTTACCTACA Tv-nag2 Este estudo
Hex probe R TGTTTGCCTTATACTCGTCGCCTC Tv-nag2 Este estudo
Chito2 probe F CGTGCTCTTCATTGACCAGGCTGT Tv-nagl Este estudo
Chito2 probe R GCTCGGAGTCGTTGACGTTGAGCT Tv-nagl Este estudo
Hyg probe 2F AAGCCTGAACTCACCGCGACGTCT hph Este estudo
Hyg probe 3R TGCTGGGGCGTCGGTTTCCACTAT hph Este estudo
Endochi probelF  TGAGCTTCCTCGGCAAATCCGTGG Tv-echl Este estudo
Endochi probelR  AGCAGAATCCGTGTTGAAGGGAGT Tv-echl Este estudo
Endochi probe2F  GGGAGACGGCTATCGTTCAGTTGC Tv-ech2 Este estudo
Endochi probe2R  CGAAGATGCCATTCTCCCACGACC Tv-ech2 Este estudo
Endochi probe3F  GCTCCTTTGCGTCGTTTTGGCCGT Tv-ech3 Este estudo
Endochi probe3R  GTGTCGCCACGGTCAGAAGGTAGT Tv-ech3 Este estudo

SystemPromega) e clonados no plasmidio pGEM-T (Promdgd)NA plasmidial de colénias
bacterianas contendo os insertos 1F2R ou 3F4R faligeridos com o par de enzimas de
restricdoXhad +Hindlll ou Kpnl + SpH, respectivamente. Os fragmentos obtidos (~ 500 pb)
carregavam os sitios de restricdo necessarioscfilaragem no vetor pSilent-1, nas orientacoes
senso e anti-senso. Assim, para construir o v&oemtl-endochi (7,9 kb), o fragmento 1F2R foi
clonado no sitioxhd do vetor pSilent-1, ao lado do promotiopC, e o fragmento 3F4R foi
inserido no siticSpH, ao lado do intron do gene de cutinase (Figued)5.Ja para construir o
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vetor pSilentl-ToxA (7,0 kb), o fragmento 3F4R émnado no siticGpH do vetor pSilent-1, e o
promotortrpC (1,6 kb) foi substituido por um fragmento conteradfusdo do promotor ToxA
com 1F2R no siti®&pé (Figura 5.2c). Esse fragmento de fusdo (ToxA 2R)oi gerado a partir
de duas etapas de PCR: primeiro o promotor bacterieoxA e o fragmento 1F2R foram
amplificados separadamente com o uso dos iniciaddFeSpel.ToxA + 2R.fusion.ToxA e
3F.fusion.ToxA + 2R.endochi.Hindlll, respectivamendepois, uma segunda reagéo de PCR foi
realizada utilizando os produtos da primeira etapano molde para amplificacdo pelos
iniciadores 1F.Spel.ToxA + 2R.endochi.Hindlll e ¢ugdo de um fragmento contendo o
promotor ToxA seguido do fragmento 1F2R. Esse feagmfoi eluido do gelizard® SV Gel
and PCR Clean-up SystemRromega), clonado no plasmidio pGEM-T (Promegagjsado e

clonado no vetor pSilent-1 contendo o fragmentoR3F4

a Xhol, SnaBl, Hindill  Bghl, Sphl, Stul, Kpnl, Apal b Hindlll Sphi c Hindlll Sphl

pSilent1-ToxA

pSilent1-endochi

g ap. 6.9kb
k\%
Figura 5.2 — Mapa dos vetores de silenciamenteptil (NAKAYASHIKI et al., 2005) ), pSilentl-endochik) e
pSilentl-ToxA €). O vetor pSilentl-endocha) foi construido utilizando como base o vetor p8ile,

a partir de duas etapas de clonagem assimétricaipsercdo de um fragmento de 500 pb amplificado
do geneTv-ech2.0 vetor pSilentl-ToxA i), também construido utilizando pSilent-1 como base
consistiu da substituicdo do promotopC por um fragmento de fusdo contendo o promotor ToxA
ligado ao segmento de 500 pb do g&meech2na orientacdo senso, e a insercdo do fragment®@le 5
pb do gendv-ech2na orientacdo anti-senso no s&ipH. Amp', gene de resisténcia a ampicilina; Hyg
gene de resisténcia a higromicina &)dochj fragmento de 500 pb amplificado a partir do gene

Tv-ech2 IT, intron 2 do gene de cutinase (CUT) Me oryzae PtrpC, promototrpC de Aspergillus
nidulans TtrpC, terminadotrpC deA. nidulans

5.2.1.3.2 Transformacéao genética, selecdo dos musme confirmacéo porSouthern blot

A transformacdo genética dE. virens linhagem T.v223 foi realizada pelo sistema
protoplasto-PEG de acordo com protocolo descritermmmente por Baek e Kerneley (1998).

Na transformacédo para geracao dos duplos mutarggsptoplastos foram incubados em BDCM
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0,8 M sucrose [1,7 g'lde YNB (east nitrogen bagesem aminoéacidos (Difco); 2 g.lde
asparagina; 1 g'lde NH,NOs; 10 g.I* de glicose; pH=6,0 com NdPQ,] e crescidos por 24
horas a 25° C no escuro. Depois, as placas recehera sobrecamada de 15 mL de BDCM
contendo 30Qug.mi* do marcador seletivo sulfoniluréi€lflorimuron ethyl Chem Service) e
foram mantidas a 25° C no escuro para permitiregoobmento de colonias transformadas. Nas
transformacdes para obtencdo de mutantes simplesutantes silenciados por RNAI, 0s
protoplastos foram incubados em BDA (Difco) 0,8 Mrese, crescidos por 24 horas a 25° C no
escuro, e cobertos com uma sobrecamada de 15 rBDAe(Difco) contendo 90Qug.mi* do
marcador seletivo higromicina B. ColGnias crescides placas de transformagao foram
coletadas, transferidas para nova placa contendm saketivo e incubadas a 25° C sob regime de
16 horas luz e 8 horas escuro, para estimular @@agao. Colbnias isoladas foram obtidas de
cada possivel transformante e crescidas em 50 mBDd€Difco) por cerca de 5 dias a 25° C,
para obter massa micelial para extragdo de DNAxtPagdo de DNA foi realizada de acordo
com o protocolo descrito por Raeder e Broda (1@®88) modificagOes (descritas em detalhe
anteriormente no Capitulo 2 do presente trabalkalelecdo génica nos mutantes foi confirmada
por Southern blota partir do uso de uma sonda de 1 kb, a qual sttmgsie um fragmento
amplificado da regido interna do cassete do gere-aé a insercao dos vetores de silenciamento
(pSilentl-endochi e pSilentl-ToxA) no genomaldeirens T.\223foi confirmada poSouthern

blot com o uso de uma sonda de 1 kb amplificada arpdoticassete do marcador seletivo
higromicina B. A sequéncia dos iniciadores utilizaghara amplificacdo das sondas encontra-se
listada na Tabela 5.1. Procedimentos padrbes fagotados para realizar as etapas da analise
por Southern blot(SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989). As sondas &n marcadas
radioativamente pelo método do iniciador aleatéfBINBERG; VOGELSTEIN, 1983) com o

kit comercialReady-to-Go DNA Labelling BeaflsiCTP) (GE Healthcare).

5.2.1.3.3 Andlise do silenciamento génico nos mutas deT. virenspor Northern blot

Para avaliar os niveis de silenciamento obtidosa psada um dos trés genes de
endoquitinase Tiv-echl, Tv-ech2, Tv-edh3seis transformantes (S.pOf21, S.pOf28, S.pOf36,
S.pOf39, S.pOf8, S.pOfl5) apresentando a inserga@tr pSilentl-ToxA e seis transformantes
(S.pNO8, S.pNO9, S.pNO3, S.pNO5, S.pNO31 e S.pN@p8ysentando a insercdo do vetor
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pSilentl-endochi, tiveram o nivel de expressdoeds sranscritos de endoquitinases comparado
com os niveis observados para a linhagem selvdge®23 por Northen blot. Para tal, os fungos
foram crescidos em 50 mL de BD (Difco) por 6 dia&& C sob agitacdo constante (120 rpm) e
depois transferidos para meio minimo (MM) (PONTEGARet al., 1953) contendo 10 @lde
quitina (Sigma) ao invés de glicose, onde foramtidas sob agitacdo (120 rpm) a 25° C por 24
horas. O micélio fungico foi entdo coletado, taim com nitrogénio liquido e submetido as
etapas de extracdo de RNA pelo protocolo LiCl-RBRevemente, no primeiro dia o triturado
foi transferido para tubo contendo volumes iguaisasnpao de extracdo (0,1 M LiCl; 0,1 M Tris
Base; pH=8,0 com HCI e depois acrescentar 10 mERIEA e 1% SDS) e de fenol, misturado
por inversdo por cerca de 1 min e entdo foi adaon0,5 vol de cloroférmio:alcool isoamilico
(CIA) (24:1 vollvol). O tubo foi invertido por cesicde 30 s para promover a mistura das
substancias e centrifugado por 30 min (160904° C). O sobrenadante foi transferido para tubo
novo contendo 1 vol de LiCl 4 M, e incubado a 4p& 12 horas. No segundo dia, os tubos
foram centrifugados por 20 min (1600@X4° C), o sobrenadante foi descartado e o predipita
foi lavado com 500 pL de etanol 70%. O precipitddioressuspendido em 400 puL de agua
DEPC e volumes equivalentes de fenol e CIA foramiaaados. Apds agitacdo no vortex por
30 s, o tubo foi centrifugado por 10 min (1600§X4° C) e o sobrenadante coletado e transferido
para tubo novo contendo 2 vol de etanol 100% evOllde NaAc 3M (pH 5,2). As amostras
foram precipitadas por 12 horas a -20° C. No teyodia, as amostras foram centrifugadas por
20 min (16000Xg, 4° C), o sobrenadante foi descartado e o predipitai lavado com 500 pL de
etanol 70%. Depois de seco, o precipitado foi igssndido em adgua DEPC e a integridade do
RNA foi verificada por eletroforese em gel de agard,2% com formaldeido. Procedimentos
padrées foram adotados para realizar as etapasaliseaporNorthern blot (SAMBROOK;
FRITSCH; MANIATIS, 1989). Trés sondas diferentegafo utilizadas para deteccdo dos
transcritos, cada uma correspondendo a uma reg@ad #b do cassete de cada gene de
endoquitinase Tv-echl, Tv-ech2, Tv-ech3As sequéncias dos iniciadores utilizados para
amplificagdo das sondas podem ser observadas nelaTé&lbl. As sondas foram marcadas
radioativamente pelo método do iniciador aleatdFiBINBERG; VOGELSTEIN, 1983) com o
kit comercialReady-to-Go DNA Labelling Bea@lsiCTP) (GE Healthcare).
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5.2.1.3.4 Andlise da atividade quitinolitica dos mantes deT. virens

A atividade quitinolitica da linhagem selvagdnv223 e de 7 mutantes deficientes para
producdo de quitinasesAKlex10, AChi2.53, AHexAChi2.1, S.pNO8, S.pNO13, S.pOf28,
S.pOf36) foi avaliada em ensaios em gel. Para @stepuitinases extracelulares, cinco discos de
micélio (5 mm de diametro) foram retirados de c@érfungicas com 3 dias de crescimento e
inoculados em frascos conicos contendo uma midtifarelo de trigo e quitina (5 g de farelo de
trigo; 15 mL de agua destilada; 1 % quitina; awteatio a 121° C por 15 min), e entdo incubados
a 25° C por 4 dias. Depois do periodo de incub&&ajL de 4gua destilada (autoclavada) foram
adicionados em cada frasco e misturados em agitadgnético por 1 hora a temperatura
ambiente. Um mililitro de extrato protéico foi ctaldo de cada amostra e estocado a -20° C.
Amostras controle consistiram de mistura de faddotrigo e quitina ndo inoculada com
virens,sendo os tratamentos compostos por trés repetiCéesa de 20 pg de proteina de cada
amostra foi preparada para eletroforese pela diuid:4) em tampdo Laemmli (62,5 mM de
Tris-HCI, pH 6,8; 2,35% de SDS; 100 mM de DTT; 1@%erol; 1 mM de EDTA; 0,001% de
azul de bromofenol) sem 2-mercaptoetanol. As prateforam separadas pela técnica de SDS-
PAGE (Eletroforese em Gel de Poliacrilamida de &alfDodecil Sodio), juntamente com um
marcador molecular comerciapréstained SDS-PAGE standaydsroad range Biorad). A
corrida do gel foi realizada a 165 V por 1 horaCemin a temperatura ambiente. Apés a
eletroforese, as proteinas foram renaturadas pekgém do gel em 50 mL de tampéo de
renaturacdo (40 mM de Tris-HCI, [pH 9,0]; 2 mM @&DTA; 1% caseina) por 15 min, sob leve
agitacao. Esse procedimento foi repetido trés vezmsseguida, o gel foi lavado duas vezes em
tampéo de acetato de sédio 100 mM (pH 4,8), pomitbcada vez. Outro gel, de 0,5 mm de
espessura, foi preparado (1% de agarose em tampaxreatato de sodio) contendo 0,03%
(vol/vol) do substrato da enzima contendo o grupoefilumbelliferona. Esse gel, por sua vez,
foi disposto sobre o gel de SDS-PAGE contendo aeieforas e incubado a temperatura ambiente
por até 24 horas. O resultado da hidrélise do satbs?i-metilumbelliferona de moléculas de
mono-GIcNAc e oligossacarideos da origem a um sfharescente sob luz ultravioleta,
indicando a presenca de atividade enzimética pdingses. Os seguintes substratos foram
utilizados: MU (4-methylumbelliferyN-acetyl$-D-glucosaminide), MU2 (4-
methylumbelliferyl$-D-N,N’-diacetylchitobiose) e MU3 (4-methylumbellifergdD-
N,N’,N” triacetylchitotriose) (Sigma).
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5.2.1.3.5 Analise fenotipica dos mutantes

Com o intuito de verificar se as alteracdes geastideram origem a algum tipo de
alteracao fenotipica, cinco mutantes deficientea peoducdo de quitinasesHex.10,AChi2.53,
AHexAChi2.1, S.pNO.8 e S.pOf.28) foram selecionados param suas caracteristicas
fenotipicas comparadas com as caracteristicasloagem selvagem.v223 Assim, as coldnias
fungicas foram avaliadas quanto a morfologia, @&arescimento, producdo de conidios e taxa
de esporulacado. Para tal, discos de micélio (2 rrdi@metro) foram retirados de colénias com
3 dias de crescimento e inoculados no centro dmgplde Petri contendo meio BDA (Difco). As
placas foram incubadas a 25° C sob regime de B thax e 8 horas escuro e avaliadas a cada 12
horas, até atingir 48 horas. A taxa de esporul&giadeterminada pela contagem do numero de
conidios (em camara de Neubauer) obtidos a paatisuspensdo em agua dos conidios de 3
discos de micélio (5 mm de diamentro) retiradosaénias com 5 dias de crescimento. Foram
realizados dois experimentos independentes, onda tratamento foi representado por trés

repeticoes.

5.2.1.4 Ensaios de controle biolégida vivo

Cinco mutantes deficientes para producédo de e AHex.10, AChi2.53,
AHexAChi2.1, S.pNO.8, S.pOf.28) foram comparados comhafiem selvagem.v223 quanto
a capacidade de controlar diferentes fitopatogéimgicos em experimentas vivo conduzidos
em casa de vegetac&uatro patdgenos foram utilizados infectando difese hospedeiroda.
oryzae(agente causal do brusone em arroz) em plantagale @. paradoxalagente causal da
podriddo abacaxi em cana-de-acucar) em plantaardede-acucatclerotinaspp. (patdégeno de
solo responsavel pelo tombamento de plantulas) lantgs de alface BR. solani(patdogeno de
solo responsavel pelo tombamento de plantulas eddmdde raizes) em plantas de feijdo. O
inoculo fungico foi preparado de acordo com o quieléscrito anteriormente para reisolamento
(item 5.2.1.2.1). A proporcéao de 8 g de in6culogiga para cada 300 g de solo foi adotada em
todos os ensaios. No ensaio com plantas de aeomrdges do cultivar CO-39 foram plantadas
numa mistura 1:1 de dois substratos comerciaisy(llmtes A 2 e Levington F2) inoculado com

T. virens ApoOs 15 dias, plantulas no estagio de trés folbemm infectadas por esporos ke
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oryzae seguindo protocolo descrito por Talbot et al.9Q)9 O surgimento de sintomas de
brusone foi avaliado 5 dias apés a infeccdo, sepdp para cada folha de todas as plantas, as
lesGes foram contadas e classificadas de acordauomarescala de severidade (Figura 5.3). Cada
tratamento consistiu de seis repeticoes (vasoggrda 5 plantas de arroz cada. No ensaio com
plantas de cana-de-acUcar, toletes da variedade-B2, contendo uma gema cada, foram
plantados no substrato Basaplant (Base Agro) imdoutomT. virense também com o patégeno
C. paradoxanas mesmas proporcdes. A porcentagem de gernif@icdvaliada semanalmente,
até completar 6 semanas. Cada tratamento incluivef@ticbes e o experimento inteiro foi
repetido duas vezes. No experimento com plantaaifdee, sementes da variedade americana
foram plantadas em placas de Petri quadradas (120 xmm) contendo 200 g de turfa [1 L de
Turfa (Shamrock): 400 mL agua destilada; autoclavad.21° C por 15 min] inoculada cdim
virense também com o patogefalerotiniaspp, nas mesmas proporcdes. O experimento incluiu
trés repeticbes (placas com 25 sementes de alf@ra)cada tratamento. A porcentagem de
germinacao foi determinada 10 dias apés a semeadaraxperimento com plantas de feijao,
sementes do cultivar IAC-Alvorada foram plantadas substrato comercial Basaplant (Base
Agro) inoculado comT. virense também com o patoger®. solani A porcentagem de
germinacdo e o numero de plantulas doentes foiaaabpos 20 d do plantio. Cada tratamento
incluiu seis repeticbes (vaso com cinco sementes), experimento foi repetido duas vezes.

Figura 5.3 — Escala visual de severidade dos sadaie brusone em folhas de arroz (cultivar CO+88}lificada de
Valent, Farrall e Chumley (1991), como consequédeianfec¢do pelo patégemd. oryzae(linhagem
Guy-11). Os segmentos foliares ilustram os tipos de leséisiderados na escala de severidade. Dipo
0: nenhum sintoma visivel de infeccdo fungica; tipal: lesdes de coloracdo marrom-escuro de
tamanho muito pequeno; tiho2: lesGes pequenas apresentando borda marrom e eemrelado; tipo
L 3: lesBGes de tamanho mediano, apresentando bordamarentro amarelado e regides amareladas
no seu entorno; tipt 4: lesdes de tamanho grande, apresentando bordammasentro amarelado e
amplas areas amareladas no seu entorno, sendongatgens casos também podem ser observadas
areas necréticas
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Todos os ensaios de controle biolégico incluiraatatnento controle, o qual consistiu de plantas

crescidas em solo n&o inoculado com qualquer fungo.
5.2.1.5 Andlise estatistica dos dados

A analise estatistica dos resultados dos expetoneato presente capitulo foi realizada
utilizando os procedimentos dos modelos linearemigeglm) do pacote estatistico SAS
(Statistical Analysis System€&opyright (c) 1989-1996 by SAS Institute Inc., CAI¢, USA. As
comparacoes entre médias foram realizadas pelo mmmaeansdesse pacote estatistico. As

frequéncias fungicas obtidas nos reisolamentosrfaransformadas pela formuldx + 05 antes
de rodar a analise estatistica, visando a norngalizalos dados, sendo que tanto o 6rgédo da
planta como a época de isolamento foram considsrémittes de variacdo. Nos ensaios de

controle biolégico com plantas de alface e feijgmoecentagem de germinacéo foi transformada

pela formulaarcsen/x antes da andlise estatistica, visando a normabzags dados.
5.2.2 Resultados

5.2.2.1 Confirmacdo do comportamento endofitico dd. virens linhagem T.v223 em

diferentes hospedeiros

A capacidade dd. virenslinhagemT.v223 em colonizar endofiticamente tecidos de
plantas de cana-de-agucar, arroz, alface e fejjdaviliada pela reintrodugédo do transformante
T20 (expressando resisténcia a higromicina B e a im@t&FP) nas plantas, seguida de
reisolamento e imunolocalizacéo (apenas para @algarroz). Os resultados obtidos mostraram
gue essa linhagem é capaz de colonizar diferepet@dos das plantas endofiticamente, com
variacdes na frequéncia e localizacao entre osedifes hospedeiros considerados. Em cana-de-
acucar, a analise estatistica mostrou que, comg@&acdo reisolamento de raizes aos 40 dias,
todos 0s outros tratamentos apresentaram freqeedeiaeisolamento dE. virenssemelhantes
(Figura 5.4a). Além disso, foi possivel observae ggse fungo coloniza de forma persistente e
em frequéncias baixas colmo e raizes da plantapnadéisamente ndo se desloca para colonizar
tecidos foliares (Figura 5.4a). Em arroz, os reslad$ de reisolamento mostraram quevirens
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Figura 5.4 — Frequéncias de reisolamentd deirenslinhagem transformad&20 a partir de diferentes tecidos de
plantas de cana-de-acUca),(arroz b), feijdo e alface d). As plantas foram cultivadas em solo
inoculado comT. virenslinhagemT20 e amostradas apds determinados periodos paraagdi do
processo de reisolamento. As barras representanamédinco repeticdes. Letras apresentadas sobre
as barras indicam o resultado do teste t para dgpa@cdo de médias. Barras indicadas por letras
iguais ndo diferem significativamente a 95% deifigincia
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pode ser detectado em folhas a partir d8 di2a, sendo que a frequéncia de colonizacdo
observada foi relativamente baixa, persistenteoean@nentou de forma significativa até o 60° dia
(Figura 5.4b). Diferentemente, nas raiZewvirensfoi observado a partir do 8° dia, sendo que a
frequéncia de colonizacdo aumentou significativamexié o 60° dia (Figura 5.4b). A maior
frequéncia de colonizagdo foi observada nas raiaes 60 dias, onde praticamente 90% dos
fragmentos amostrados apresentaram crescimerfiouiens.Além de determinar a presenca de
T. virenspor reisolamento, esse fungo também foi detectadoanle de plantas de arroz por
imunolocalizacdo. Nesse caso, o emprego do anticompnoclonal MF2, especifico para
Trichodermapermitiu a localizacao espacial do fungo ao longecaule de planta de arroz com
30 dias (Figura 5.5a). Nenhum sinalTd&chodermafoi observado por imunolocalizagcéo a partir
de plantas nédo inoculadas (Figura 5.5b). Em all@eeesultados de reisolamento mostraram que
T. virensfoi capaz de colonizar apenas tecidos radiculaegdahtas com 30 dias, em frequéncias
baixas (Figura 5.4c). De forma semelhante, esggofaa foi reisolado de plantas de feijao aos 30
dias, principalmente a partir de tecidos radicdammbora também tenha sido detectado, em
baixissimas frequéncias, em tecidos de folhas ke ¢&igura 5.4c). E pertinente mencionar que
em todos os experimentos realizadosvirensT20 ndo foi observado colonizando plantas néo
inoculadas (controle), e plantas inoculadas aptagem-se saudaveis sem qualquer sintoma de
doenca. De maneira geral, os dados obtidos nespesraentos indicam qué. virensseja um
endofito de raizes tanto de plantas monocotileddmeeno de dicotiledéneas. Entretanto, é
provavel que essa linhagem de virens esteja mais adaptada a colonizar tecidos de
monocotiledéneas, ja que nas plantas avaliadaa dsse esse fungo foi observado em maiores

frequéncias e também em outros 6rgaos além da raiz.

5.2.2.2 Geracao de mutantes deficientes para prodim de quitinases

A transformacdo genética de virenslinhagemT.v223 com construgBes especificas
(Figura 5.1a) para delecdo génica permitiu a geralgi mutantes simples para os genes de
exoquitinase Tv-nagle Tv-nagd, pela substituicdo do gene-alvo pelo cassete,dlekld do
marcador seletivo (resisténcia ao antibidtico mgoina B). Mutantes resistentes a higromicina
B foram analisados p@outhern blopara confirmacéo da delecdo génica (Figura 5.6a,bin
mutante estavel de cada gene de exoquiti(tsShi2.53 eAHex10, carregando delecdo para
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Figura 5.5 — Imunolocalizagao de virenscom o uso do anticorpo monoclonal MF2, especifa@prichoderma
(THORNTON et al., 2002)T. virensinhagemT20 foi localizada espacialmente no caule de plantas de
arroz com 30 dias a partir da distribuicdo sequridia base para o topo) das seccbes de caule em
membrana PVDF, transferéncia de proteinas paranabrama, ligacdo ao anticorpo MF2 e deteccao
com substrato especifico. A presenca do anticaspaefificada pelo surgimento de sinal de cor roxa
no lugar onde as seccdes que continfaithodermaestavam dispostas (observe as setas indicando
exemplos da deteccao). Ea) esta apresentada a membrana obtida a partiadsféréncia de seccdes
de caule de plantas de arroz inoculadas Towrirens e em ) a membrana obtida para as secc¢des de
caule de plantas de arroz ndo inoculadas
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Tv- nagl e Tv-nag2,respectivamente) foi selecionado para as andlisstenores. O mutante
AHex10 foi utilizado para geracdo do mutante dupldexAChi2.1), onde o gené&v-naglfoi
substituido pelo cassete de 2,8 kb do marcaddnae(eesisténcia a sulfoniluréia) (Figura 5.6c¢).
Outra estratégia, o silenciamento génico por RN#@i,utilizada para facilitar a geracdo de
mutantes deficientes para producdo de endoquisngsgue € descrito qUe virenscarrega pelo
menos trés genes de endoquitinasesegchl, Tv-echz Tv-ech3 (KIM et al., 2002). Dois
vetores de silenciamento foram construidos, pS#entochi e pSilentl-ToxA, a partir do vetor
pSilent-1 (NAKAYASHIKI et al., 2005), e diferindoonpromotor que eles carregam (Figura
5.2b,c). A transformacédo genéticaTevirenslinhagemT.v223 com esses vetores deu origem a
mutantes resistentes a higromicina B. A confirmat@insercao e a determinacdo do niumero de
copias do vetor foi realizada pSouthern blo{Figura 5.6d,e). Para verificar a eficiéncia dacac
dos vetores de silenciamento, o nivel de expredssidrés genes de endoquitinadesdchl, Tv-
ech2e Tv-ech3 foi analisado poNorthern blot e 0s niveis de expressao obtidos para a linhagem
selvagenil.v223foram comparados com 0s niveis observados em odibzes mutantes (Figura
5.7). Os dados obtidos mostraram que a insercawetoses de silenciamento no genomarde
virensdeu origem a diferentes resultados na expressacagéos genes de endoquitinase (Figura
5.7). Basicamente, seis diferentes comportamemt@snf observados: 1) reducdo do nivel dos
transcritos de mRNA para os trés genes de endogsitj 2) aumento no nivel de expressdo dos
trés genes de endoquitinase; 3) reducdo do niwetrdoscritos de dois genes e manutencdo do
nivel dos transcritos de um gene; 4) reducédo del mies transcritos de mMRNA de dois genes e
aumento dos niveis de um gene; 5) reducdo do doltranscritos de mMRNA de um gene,
aumento da expressao de outro gene e manutengd@uigssao do terceiro gene; 6) eliminacao
total da expressao de um gene, aumento na expréssé@tro gene e manutencao da expressao
do terceiro gene. Curiosamente, apenas dois mstg@g0f28 e S.pOf39) apresentaram
silenciamento completo de um gene de endoquitifdseech), sendo que todos os outros
mutantes analisados apresentaram niveis variadoesddedo da expressao de um ou mais genes
(Figura 5.7). Apenas 17% dos mutantes avaliadossaptaram reducao da expressdo dos trés
genes de endoquitinase simultaneamente, enquaatdd$s e 25% dos mutantes apresentaram
reducdo do nivel de expressdo de dois e de um gesmectivamente. Aléem disso, 50% dos
mutantes avaliados tiveram reducao na express@em®lv-echl 58% apresentou redugcéo na
expressdo do gené&v-ech2, e 66% mostrou reducdo da expressao em@Ty-ech3A
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Figura 5.6 — Andlise d8outhern blotpara os mutantes obtidos por dele¢do gérdch € c) e por silenciamento
génico via RNAI ¢(l ee). O DNA genbmico dos fungos foi digerido com eraide restricdo, corrido
em gel de agarose 0,8%, transferido para membranaitbn e hibridizado com sonda de 1 kb marcada
radioativamente. Emaj analise dos mutantes simples pdmanagl linha Wt contém DNA da
linhagem selvagenT.v223 linhas 2-13 contém DNA de possiveis mutantes simples, send® ele
AChi2.8, AChi2.11, AChi2.12, AChi2.20, AChi2.53, AChi2.26, AChi2.40, AChi2.42, AChi2.44,
AChi2.46, AChi2.2, AChi2.3, AChi2.5, AChi2.55, respectivamente. Enb)(andlise dos mutantes
simples pardv-nag2 linhaWt contém DNA da linhagem selvagénv223 linhas2-14contém DNA
de possiveis mutantes simples, sendo &ldex1, AHex2, AHex3, AHex4, AHex5, AHex6, AHex7,
AHex8, AHex9, AHex10,AHex11,AHex12,AHex13 eAHex14, respectivamente. Er) @nalise dos
mutantes duplos (delecdo dos gefigsnagle Tv-nagd: linha 1 contém DNA do mutante simples
AHex10 (controle positivo); linh2 contém DNA do mutante simplegChi2.53 (controle negativo);
linhas 3-12 contém DNA de possiveis mutantes duplos, sendg AlexAChi2.1, AHexAChi2.2,
AHexAChi2.3, AHexAChi2.4, AHexAChi2.5, AHexAChi2.7, AChilAChi2.1, AChilAChi2.2,
AChilAChi2.3 e AChilAChi2.4, respectivamente. End)( possiveis mutantes para o vetor de
silenciamento pSilentl-endochi: linHa contém DNA da linhagem selvagemv223 linha 2-11
contém DNA de possiveis mutantes, sendo eles, SplS(pNO8, S.pNO15, S.pNO23, S.pNO28,
S.pNO3, S.pNO5, S.pN09, S.pNO13, S.pNO31l. E#n fossiveis mutantes para o vetor de
silenciamento pSilent1l-ToxA: linhcontém DNA do possivel mutante S.pOf28; lirtheontém DNA
da linhagem selvagem.v223 linha 3-11 contém DNA de outros possiveis mutantes, sendq eles
S.pOf31, S.p0Of32, S.pOf39, S.pOf21, S.p0Of32, S.OBpOF40, S.pOf15 e S.pOf8. El),((b) e ),

a auséncia de banda confirma a delecdo génicaapoisda utilizada consiste de um fragmento de 1 kb
da sequéncia interna do gene-alvo. Eing ), a presenga de banda confirma a insergéo do setor
silenciamento, ja que a sonda consiste de fragmémth kb da sequéncia do cassete do marcador
seletivo higromicina B
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Figura 5.7 — Analise ddorthern blotmostrando o efeito da inser¢éo dos vetores dec&lmento (pSilentl-endochi

e pSilentl-ToxA) na expressdo dos trés genes deqeitthase {v-echl, Tv-ech2 Tv-ech3 nos
mutantes deT. virens.(a) Deteccdo dos transcritos de mRNA do gdweechl (b) deteccdo dos
transcritos de mRNA do gerie/-ech2,e () deteccdo dos transcritos de mRNA do géwneech3.Em

(a): linha 1 contém RNA do mutante S.pOf21; linBa S.pOf28; linha3, S.pOf36; linhad, S.pOf39;
linha 5, S.pOf8; linha6, S.pOf15; linha7, linhagem selvagent.v223 linha 8, S.pNOS8; linha9,
S.pNO9; linhalQ, S.pNO3; linhall, S.pNO5; linhal2, S.pNO31; linhal3, S.pNO13. Emk) e ():
linha 1 contém RNA da linhagem selvageiwv223 linha 2, S.pOf28; linha3, S.pOf36; linha4,
S.pOf39; linhab, S.pOf8; linhab, S.pOfl5; linhaz, S.pOf21; linhaB, S.pNO8; linhad, S.pNQ9; linha
10, S.pNO3; linhall, S.pNO5; linhal2, S.pNO31 e linhd 3, S.pNO13. Os mutantes que carregam 0
vetor de silenciamento pSilentl-endochi estdo awbs pelo prefixo S.pNO, e 0os mutantes que
carregam o vetor pSilent1l-ToxA estdo indicados peddixo S.pOf. Nessa andlise, 20 pg do RNA total
dos fungos foi separado em gel de agarose com Idefda, transferido para membrana de nailon e
hibridizado com sonda de 1 kb marcada radioativéeneh fotodocumentacdo da corrida do gel de
agarose permitiu avaliar a intensidade da bandarldb$\s e com isso assegurar que as diferentes
amostras tinham quantidades similares de RNA
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substituicdo do promotarpC (do vetor pSilent-1) pelo promotor bacteriano Toré vetor
pSilentl-ToxA n&o deu origem a melhores eficiéndasilenciamento (Figura 5.7).

5.2.2.2.1 Atividade quitinolitica dos mutantes dé&. virens

A atividade quitinolitica de sete mutantad1€x10,AChi2.53, AHexAChi2.1, S.pNO8,
S.pNO13, S.pOf28 e S.pOf36) e da linhagem selvaier@23 foi examinada com o uso de
substratos fluorescentes especificos. A atividajeN-acetilhexosaminidasggquitobiosidases e
endoquitinases foi determinada a partir da quebwa dubstratos MU, MU2 e MUS3,
respectivamente. A atividade detectada no gel odot® substrato MU mostrou, claramente, a
presenca de uma banda de aproximadamente 120 kBaagdmhagem selvagemv223 e a
auséncia dessa banda nos mutantdex10 (mutante simples pafa-nagd e AHexAChi2.1
(mutante duplo pardv-nagle Tv-nagd (Figura 5.8). Todos os outros mutantes, inclusive
AChi2.53 (mutante simples pafv-nag), apresentaram a banda de 120 kDa (Figura 5.8).
Considerando que apenaspfall-acetilhexosaminidasesio capazes de quebrar o substrato MU
(LORITO, 1998a), os resultados obtidos indicam g@eneTv-nag2sozinho é responsavel pela
atividade defs-N-acetilhexosaminidasem T. virens.A atividade detectada no gel contendo o
substrato MU2 mostrou a presenca de uma bandarce d@e 56 kDa para a linhagem selvagem
T.v223 e para o mutante simplédlex10, enquanto que os mutante simpl€hi2.53 e duplo
AHexAChi2.1 apresentaram essa banda em intensidadeteastca (Figura 5.8). Os mutantes
para silenciamento génico (S.pNO8, S.pNO13, S.p@f&Ep0Of36) também apresentaram essa
banda em intensidade fraquissima, o que pode pkcado pelo fato de que, embora o substrato
MU2 seja indicado para detectar a atividade deohigsidades, pois essas enzimas sO sao
capazes de quebrar esse tipo de substrato (LORIF@8a), as endoquitinases também podem
quebrar MU2, e ent. virenselas possuem tamanhos proximos a 56 kDa. A atigidatectada
no gel contendo o substrato MU3 mostrou que, cam@nte, apenas dois dos mutantes para
silenciamento avaliados (S.pNO8 e S.pOf28) apresamt reducdo na atividade por
endoquitinases (Figura 5.8). Ja os mutantes pa@guédnases AHex10, AChi2.53 e
AHexAChi2.1) ndo apresentaram alteracdo na atividadgetdeta com o substrato MU3 (Figura
5.8). De maneira geral, esses resultados de aliwidazimatica mostraram que as estratégias de
mutagénese sitio-especifica por delecdo génica sileleciamento génico via RNAi foram
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realizadas com sucesso e permitiram a geracdo dantes deficientes para producdo de

quitinases.

120 kDa

muz2

MJS

Figura 5.8 — Detecgdo da atividade quitinoliticaTdevirenslinhagem selvagenT.v223 e de sete mutantes. A
atividade quitinolitica foi detectada apés a sepfwade proteinas extracelulares por SDS-PAGE,
renaturacdo e incubacdo com uma réplica gel cootenbstrato fluorescente especifico. A atividade
de p-N-acetilhexosaminidasgsquitobiosidases e endoquitinases foi detectada peebra dos
substratos 4-methylumbelliferid-acetyl$-D-glucosaminide (MU), 4-methylumbellifery-D-N,N’-
diacetylchitobiose  (MU2) e  4-methylumbelliferfdD-N,N’,N" triacetylchitotriose  (MU3),
respectivamente. As atividades foram visualizadagal por sinais fluorescentes sob luz ultravioleta
C — amostra controle (sem fung¥®yt —T. virenslinhagem selvager.v223 linhal - AHex10; linha
2 - AChi2.53; linha3 - AHexAChi2.1; linha4 - S.pNO8; linha - S.pNO13; linh& - S.pOf28 e linha
7 - S.pOf36. Um marcador molecular comercipfegtained SDS-PAGE standardwoad range
Biorad) foi utilizado nas corridas para estimardahbs moleculares das proteinas

5.2.2.2.2 Caracteristicas fenotipicas dos mutantds T. virens

A partir dos resultados deouthern blgtNorthern blote dos ensaios bioquimicos para
avaliar a atividade quitinolitica, cinco mutantediclentes para producdo de quitinaskléx.10,
AChi2.53, AHexAChi2.1, S.pNO.8, S.pOf.28) foram selecionados paddizar os testes de
controle biolégicoin vivo. Entretanto, antes de realizar esses testes, tentesl tiveram suas
caracteristicas fenotipicas comparadas com asbagém selvagem.v223 com o intuito de

assegurar que os resultados dos testesodenbrole n&o seriam influenciados por eteito
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Tabela 5.2 Taxa de crescimento e de esporulacd®.derenslinhagem selvager.v223e mutantes deficientes
para producéo de quitinases

Linhagem Diametro (cm)* Taxa de esporulacéo
g 12h 24 h 36 h 48 h (conidios/cnf) 2
T.v223 1,87 4,03 5,52 6,57 8,29 x10
AHex10 1,82 4,03 5,53 6,67 6,73 X'10
AChi2.53 1,82 4,03 5,50 6,60 8,65 % 10
AHexAChi2.1 2,03 4,13 5,58 6,63 7,39 X'10
S.pNO8 1,75 4,00 5,53 6,73 8,64 X 10
S.pOf28 1,85 4,03 5,50 6,60 6,52 X 10

1 Taxa de crescimento é dada pela média do diarfwtrodas coldnias determinadas em eixos perperdés)|
Cada coluna apresenta valores médios obtidos ia gertrés repeticdes em dois experimentos indegpend.

2 A ANOVA (P < 0,05) realizada para esses dados mosfjue nem as taxas de crescimento nem as taxespdeulagdo
tiveram valores significativamente diferentes easealiferentes linhagens @evirens.

pleiotropicos da modificagdo genética. Os resultadbtidos mostraram que nenhum dos
mutantes avaliados apresentou alteracdes sigmfisaem caracteristicas fenotipicas quando
comparados com a linhagem selvagem. Isto é, todamudantes apresentaram morfologia de
colbnia, taxa de crescimento, coloragdo do micglamnidios e taxa de esporulagéo similares as
da linhagem selvagem (Tabela 5.2).

5.2.2.3 Avaliacdo da capacidade d€&. virenslinhagem selvagem e mutantes quitinoliticos

em realizar controle bioldgico de fitopatdgenom vivo

T. virenslinhagem selvageni.v223 e cinco mutantes deficientes para producédo de
quitinases AHex.10, AChi2.53, AHexAChi2.1, S.pNO.8, S.pOf.28) foram testados contra
diferentes patdégenos em ensaios de casa de vemgiacd avaliar se a deficiéncia que os
mutantes carregam promove alguma alteracdo naidapgaade efetuar controle bioldgico contra
patogenos fungicos. Quatro patégenos foram utiigad. paradoxa em cana-de-agucar;
Sclerotiniaspp., em alfaceR. solaniem feijao eM. oryzaeem arroz. Em cana-de-acucar, 0s
ensaios de controle bioloégico mostraram que o jplald toletes em solo infestado pelo patdégeno
C. paradoxaevou a reducdo e ao atraso na germinacao dassgéraecompanhamento semanal
das taxas de germinacdo dos diferentes tratampataostiu avaliar os efeitos da deficiéncia na
producao de quitinases dos mutante3 dérens.Na segunda semana apos o plantio dos toletes,
quando as gemas iniciaram o processo de germin&dgagossivel observar uma reducao
significativa na taxa de germinacdo de toletes tdmsmentos onde o patdgeno foi desafiado
pelos mutanteaHexAChi2.1, S.pNO.8 e S.pOf.28, sugerindo uma redugamapacidade dessas
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linhagens em proteger a planta da infeccéo pelagpab (Figura 5.9). Entretanto, esse efeito so
persistiu ao longo das semanas nos tratamento®sanutantes para endoquitinases (S.pNO.8 e
S.p0Of.28), onde até mesmo na sexta semana asdaxgsrminacdo foram significativamente
inferiores as taxas do tratamento com a linhagelmagem (Figura 5.9). No ensaio de
biocontrole com o patdgenS8clerotinia spp. em alface, os tratamentos inoculados com o
patégeno e seni. virenstiveram total inibicdo da germinacdo de sementess &ratamentos
inoculados com ambos, patdégeno e agente de cobioddyico, apresentaram niveis variados de
taxa de germinacéo (Tabela 5.3). Curiosamenteretife do que foi observado no ensaio com
cana-de- acglcar, nesse caso 0s mutantes para éimdesgs tiveram performances semelhantes a
linhagem selvagem, entretanto, os mutantes defesgrara exoquitinasesHex.10,AChi2.53 e
AHexAChi2.1) apresentaram capacidades significativamieféeores de controlar o patdégeno
(Tabela 5.3). Inesperadamente, os resultados daoeths controle bioldgico em plantas de feijao
infectadas pelo patégeri. solanimostraram que nenhum dos mutantes teve sua capaciea
proteger a planta contra o patégeno reduzida, jei teelas as linhagens d@evirens,ncluindo a
selvagemT.v223 e o0s cinco mutantes quitinoliticoa\Hex.10, AChi2.53, AHexAChi2.1,
S.pNO.8, S.p0f.28), foram capazes de protegerrasrges de feijdo do ataque porsolaniem
niveis semelhantes (Figura 5.10). O ultimo testézado teve como objetivo avaliar Bevirens
inoculado no solo é capaz de induzir algum tipoedgposta de defesa em plantas de arroz, pelo
uso do patdgeno foliaM. oryzae.Os resultados obtidos mostraram que plantulas de ar
cultivadas em solo ndo inoculado cdmvirensapresentavam maior niamero de lesdes foliares
(sintomas de brusone) de todos os tipos (de acoodo a escala descrita na Figura 5.3) e,
também, os maiores indices de severidade (Tab8laTadas as linhagens de virenstestadas
(selvagem e mutantes) foram capazes de induzosceitveis de respostas de defesa nas plantulas
de arroz, promovendo a reducédo do nimero de lekbepo L1 e L2 e praticamente eliminando
as lesdes mais severas, tipo L3 e L4 (Tabela &4g)tratamentos inoculados com a linhagem
selvagenil.v223 e com os mutantes tiveram indices de severidadm reeinelhantes, exceto o
mutante para endoquitinase S.pNO.8, o qual foi za®areduzir a severidade da doengca em
niveis significativamente superiores a linhagenvaggtm (Tabela 5.4). Nao se sabe a origem
desse efeito, porém podemos especular que sejliadesule efeito pleiotropico da insercao

aleatéria do vetor de silenciamento no genoma damiet
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Figura 5.9 — Porcentagem de germinacao observasladifezentes tratamentos do ensaio de controlédimd em
cana-de-acucaiT. virenslinhagem selvageni.v223 e cinco mutantes deficientes para producdo de
quitinases foram inoculados no solo infestado peddgenoC. paradoxa e a porcentagem de
germinacao dos toletes foi avaliada semanalmetéezaanpletar a sexta semana. Controle — toletes de
cana-de-acucar plantados em solo ndo inoculadoquaiguer fungo; CP — toletes de cana-de-acgUcar
plantados em solo infestado pelo patég€ngparadoxa Os outros tratamentos consistem do plantio de
toletes de cana-de-aglcar em solo inoculado coatagenaC. paradoxae uma linhagem d€. virens
As letras indicadas sobre os pontos representagauitado do teste t para comparacao entre as médias
das porcentagens de germinagdo. Pontos da mesnamasdndicados por mesma letra(s) ndo séo
estatisticamente diferentes a 95% de significancia
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Controle T.v.223 AHex10 AChi2.53 AHexAChi2.1 S.pOf28 S.pNO8 R. solani

Figura 5.10 - Porcentagem de germinacédo e estapléatulas de feijdo, observados nos diferenggartrentos do
ensaio de controle biol6gico. Sementes de feijdianfioplantadagm solo infestado pelo patégeRo
solani e inoculado com alguma linhagem de virens (linhagem selvagenT.v223 ou mutantes
deficientes para producéo de quitinases). A poaggmh de germinacdo das sementes e o estado das
plantulas (sadias ou doentes) foram avaliados 28 apds o plantio. Controle — sementes de feijdo
plantadas em solo ndo inoculado com qualquer fuRgeplani—- sementes de feijdo plantadas em solo
inoculado conmR. solani Os outros tratamentos consistem do plantio deestrs de feijdo em solo
inoculado conR. solanie alguma linhagem dE. virens,simultaneamente. Os valores de porcentagem
de germinagdo e do estado das plantulas sdo a mlédiseis repeticbes e dois experimentos
independentes. Letras indicadas sobre as barreaima resultado do teste estatistico de comparacéo
de médias, teste t. Barras indicadas por mesma(detndo diferem estatisticamente a 95% de
significancia
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Tabela 5.3 — Porcentagem de germinacéo de sendmtdface e andlise estatistica dos dados obtulensaio
de controle biolégico ond&. virenslinhagem selvagenT.v223 e mutantes quitinoliticos foram
testados contra o patégeBolerotiniaspp.

Porcentagem de Comparacéo contraT.v223”
Tratamento germinacéo* Diferenca entre Limite de confidéncia
(%) médias simultaneo 95%
Controle (ndo inoculado com fungo) 73,3 -0,17183 ,36648 0,02281
T.v223vs.Slerotiniaspp. 86,7 - - -
S.pNO8vs. Slerotiniaspp. 78,7 -0,10857 -0,30321 0,08608
S.pOf28vs. Slerotiniaspp. 73,3 -0,16760 -0,36225 0,02705
AHex10vs. Slerotiniaspp. 68,0 -0,22973 -0,42438 -0,03509 *
AHexAChi2.1vs.Slerotiniaspp. 66,7 -0,24293 -0,43758 -0,04829 *
AChi2.53vs. Slerotiniaspp. 61,3 -0,29930 -0,49395 -0,10465 *
Sclerotiniaspp. 0,0 -1,20087 -1,39551 -1,00622 *

T As porcentagens de germinacéo s&o os valores miéelioés repeticdes;
2 Comparac6es significativas em nivel de 5% de fritidade estdo indicadas com *, de acordo com steomparacéo de
médias de Dunnett.

Tabela 5.4 — Quantidade de lesées, classificadaspos, e indice de severidade para plantas @e amoculadas
comT. virenslinhagem selvagem ou mutantes, 5 dias ap6s a @depgr esporos do patdgehb

oryzae
Tratamento L1 L2 L3 L4 indice de severidade'
M. grisea(controle) 148 155 of 24 83,0
T.v223vs M. grisea 93 108 23 2 38,4
AChi2.53vs M. grisea 85 og° 18° 2 34,7°
AHexAChi2.1vs M. grisea 108° 73° 10° 1° 28,7°
S.pOf28vs M. grisea 114" 75° 6™ o° 28,3°
AHex10vs M. grisea 89 81 7°° o° 27,3°
S.pNO8vs M. grisea 107° 61° 3 o° 23,8

L1, L2, L3 e L4 referem-se aos tipos de leséo i#dimna escala apresentada na Figura 5.3. Os vakletados sdo a média
de seis repeticdes, para cada tipo de leséo;
! Ofindice de severidadei calculado com o uso da formul1x1) + (L2x2) + (L3x3) + (L4x4))/10, onde L1, L2, L3 e L4 s&o os

valores médios encontrados para cada tipo de &¥sdmada tratamento;
Os valores apresentados em cada coluna seguidnsgiea letra sobrescrita ndo diferem estatisticardmacordo com o
teste de comparacdo de médias de Tukey (P<0,05).

5.2.3 Discusséao

Os fungos do génerdrichodermafrequentemente sdo encontrados como habitantes
cosmopolitas de solo, mas eles também tém sidovaukes estabelecendo relagdes mutualisticas
com plantas (HARMAN et al., 2004a). A linhagem Tevirens T.\223 utilizada no presente
estudo, foi isolada como enddfito de raiz de pkwdia cana-de-agucar (Capitulo 2) e a interacéo
com esse hospedeiro foi avaliada via microscopiagulacéo e reisolamento (Capitulo 4). No
presente Capitulo, o primeiro passo foi verifioaressa linhagern.v223 é capaz de colonizar

outros hospedeiros como enddfito. Resultados dmlasnento e imunolocalizacdo mostraram
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que, de fato, essa linhagem de virens € capaz de colonizar endofiticamente tanto seu
hospedeiro original, a cana-de-agucar, como outospedeiros (arroz, alface e feijao), embora
em frequéncia e localizagcdo variadas. De maneinal,gessa linhagem foi observada
predominantemente colonizando tecidos radiculageparece persistir nesse 6rgao por pelo
menos 60 dias. A colonizacdo preferencial de radzesperada, pois comportamento semelhante
tem sido relatado para outras espéciebradnodermaHARMAN et al., 2004b; LO et al., 1998).

O comportamento endofitico d€&richoderma é considerado uma grande vantagem, pois
linhagens desse tipo geralmente séo capazes der fir@veficios as plantas por periodos bastante
extensos. Entretanto, o potencial da aplicacdoirdeadens endofiticas dérichodermaem
sistemas de controle biolégico tem sido vislumbragenas recentemente (EVANS; HOLMES;
THOMAS, 2003).

A habilidade de fungos do génelgichodermaem atuar como agentes de controle
bioldgico contra uma ampla variedade de fungogditogénicos atacando diferentes hospedeiros
ja é conhecida ha bastante tempo (HARMAN et alQ42), entretanto, os mecanismos
moleculares envolvidos nessa atividade e a impodésa atividade quitinolitica ainda nédo sao
bem compreendidos. O sistema quitinolitico da @spEcharzianumé o mais estudado e mais
conhecido, embora alguns genes do sistema quittwlde T. virenstenham sido descritos
recentemente (KIM et al., 2002) e um gene de entiogse €ht42=Tv-ech] tenha sido
estudado (BAEK; HOWELL; KENERLEY, 1999; DI PIETRQ@ &., 1993). A liberag&o recente
do genoma deT. virens linhagem Gv29-8 na internet (http://www.jgi.doe.yjogbriu a
possibilidade da realizacédo de uma série de estglaentificacdo da funcdo génica, a partir da
obtencédo de mutantes. O papel de alguns genesidquetinasesegch42e chit 33 e de uma N-
acetilglicosaminidasen@gl) no micoparasitimo exercido pdrichodermaspp. ja foi investigado
anteriormente (BAEK; HOWELL; KENERLEY, 1999; BRUNNREet al., 2003; CARSOLIO et
al., 1999; CORTES et al, 1998; DE LAS MERCEDES &t 2001; DE MARCO;
VALADARES-INGLIS; FELIX, 2004; WOO et al., 1999),n&retanto, alguns desses estudos
possuem resultados contraditorios. O presenteltr@ali@vestigou o papel de diferentes endo- e
exoquitinases na atividade de controle biologicofulogo T. virens,a partir da geracédo de
mutantes deficientes para producéo de quitinasasleacdo de suas capacidades como agentes
de controle biolégico. O emprego de duas estraggmutagénese sitio-especifica por delecéo

génica e silenciamento génico por RNAI, permitgesaacdo de mutantes simples e duplo para os
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genes exoquitinasév-nagle Tv-nag? e a geragdo e mutantes silenciados para trés gkne
endoquitinase Tv-echl, Tv-echZ Tv-ech3, respectivamente. A modificacdo genética nos
mutantes foi confirmada pd@outhern blat Para avaliar a eficiéncia do silenciamento génico
doze mutantes transformados com os vetores deisileanto tiveram o nivel de seus transcritos
de mRNA dos trés genes de endoquitinase deternsnpdoNorthern blot e os resultados
mostraram uma variacdo no nivel de silenciamentssede genes nos diferentes mutantes,
variando de total eliminacdo da expresséo atéxast@acia de qualquer alteracdo na expressao
génica. Esse tipo de comportamento é esperado d@antasi silenciados por RNAI, e tem sido
relatado com frequéncia em trabalhos que utilizasa éécnica (NAKAYASHIKI et al., 2005;
NGUYEN et al.,, 2008). O silenciamento simultanecs deés genes de endoquitinase foi
observado em 17% dos mutantes avaliados, enquamtcagnaioria deles (50%) apresentou
silenciamento em apenas dois dos genes. A ocoaréercsilenciamento simultaneo ja foi descrita
anteriormente (LIU et al., 2002; MOUYNA et al., ZOONGUYEN et al., 2008) e parece estar
relacionada, até certo ponto, com o nivel de siiddde entre as sequéncias dos outros genes e
do gene-alvo. Independentemente das limitacoeshadas, a técnica de silenciamento génico
mediada por RNA tem grande potencial como ferramemt estudos de funcdo de mdultiplos
genes.

O uso de substratos especificos de quitina temrsidtado na literatura como uma boa
ferramenta para detectar atividade quitinoliticapdeteinas extracelulares (CHERNIN et al.,
1998; DENG et al., 2007; HARAN et al., 1995). Nesttudo, a linhagem selvagénv223 e
sete mutantes foram analisados para atividadengliiica a partir da utilizacdo de substratos
fluorescentes (MU, MU2 ou MU3) em ensaios de a#idel em gel. Os resultados permitiram
estimar o tamanho das proteinas envolvidas nalatlei quitinolitica e confirmaram a perda de
algum tipo de atividade nos mutantes, como cons®iméda modificacdo genética. Cinco
mutantes AHex.10, AChi2.53, AHexAChi2.1, S.pNO.8 e S.pOf.28), apresentando reducao
significativa ou total eliminagdo de alguma atiddaquitinolitica, tiveram suas caracteristicas
fenotipicas comparadas com as da linhagem selvdge223 Os resultados demonstraram que
as modificacdes genéticas carregadas pelos muta@itepromoveram alteracdes significativas
nas caracteristicas fenotipicas, o que € importguis exclui a influéncia desses fatores no
desempenho dessas linhagens durante os testesta#ecbioldgico. Esses mutantes foram entéo
utilizados nos ensaios de controle biolégiicovivo, onde eles foram testados contra diferentes
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fungos fitopatogénicos atacando diferentes hospesleiOs resultados obtidos nesses
experimentos foram bem particulares, pois mostrajam as enzimas quitinoliticas podem ser
essenciais a atividade de controle biolégico etityaorT. virens,mas que a importancia e a
participacdo dessas enzimas no processo dependtpo die planta e de patdégeno envolvidos na
interacdo, j& que mais de um mecanismo deve caitplra o biocontrole por. virens.Isto é,

em plantas de cana-de-acgUcar infectadas pelo pat@earadoxaos mutantes deficientes para
atividade de endoquitinases apresentaram capacigaeida em controlar o patégeno, por
outro lado, em plantas de alface infectadas pelagpaoSclerotiniaspp. os mutantes deficientes
para producdo de exoquitinases foram menos efesemd controle da doencga. Além disso, em
plantas de feijao infectadas pelo patogéhosolani nenhum dos mutantes exibiu qualquer
alteracdo na performance de biocontrole do patég@iterentes eficiéncias de controle
bioldgico porTrichodermatém sido relatadas quando se tratam de hospeddwoaspatdogenos
distintos. Por exemplo, um mutante @eharzianumP1l carregando disrup¢cdo do geseh4?2
apresentou a mesma eficiéncia de biocontrole comtq@atogenoPythium ultimum,menor
eficiéncia contrd. cinereae melhor desempenho conRasolani,em plantas de feijao (WOO et
al., 1999), porém, em outro estudo, nenhuma alera@ eficiéncia de controle biologico foi
observada quando uma linhagem Teharzianumcarregando disrupcdo do gemeh42 foi
testada contra os patdéger®ssolanie S. rolfsiiinfectando plantas de algoddo (CARSOLIO et
al., 1999). A contradicdo nesses resultados enmdtve importancia do gene de endoquitinase
ech42(cht42=Tv-ech) deve estar relacionada com o fato de que difesemteracdes foram
consideradas nas comparacdes. Outro exemplo d#mefa dos organismos envolvidos na
interacdo pode ser observado no estudo de Mukhetjake (2004), onde mutantes nulos para a
subunidade alfa da proteina G (TgaA) apresentasgacidade reduzida de controlar o patdégeno
S. rolfsii, mas mantiveram a mesma eficiéncia que a linhaggwagem quando foram testados
contraR. solani Esses dados sugerem que o resultado das interéigolbodermapatogeno-
planta seja fortemente condicionado pelos orgarssemvolvidos na relacdo e pelas condi¢cdes
ambientais adotadas nos experimentos. Além dispertéhente lembrar que quitinases podem
interagir de forma sinergistica com outras enzienastros compostos ndo enzimaticos (BOLAR
et al., 2001; HARMAN, 2006; LORITO, 1998a), difitahdo ainda mais a identificacdo de seus

papéis.
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Considerando os novos conceitos que julgam a &alde resisténcia da planta como um
mecanismo importante empregado pachodermapara proteger plantas do ataque de patégenos
(HARMAN et al., 2004a), o presente trabalho tamksdraliou seT. virenslinhagemT.v223
seria capaz de induzir respostas de defesa naapjamet levasse ao desenvolvimento de algum
tipo de resisténcia ao ataque por patdgenos. A parinoculacdo dé&.v223 no solo e infeccéo
da parte aérea de plantulas de arroz com o patddermyzae foi possivel observar quE.
vireng mesmo espacialmente distante do local de infepempatdégeno, foi capaz de reduzir o
desenvolvimento da doenca nas plantas, indican@oegge fungo foi capaz de desencadear
respostas de defesa na planta que aumentaransi@&meis das mesmas ao patdégeno. Resultados
parecidos ja foram relatados anteriormente em pepimdeT. asperelluncolonizando raizes foi
capaz de proteger as folhas da planta contra wetdq patogen®seudomonas syringgev.
lachrymang(Psl) (YEDIDIA et al., 2003). O fato de quk virens T.v223foi capaz de proteger
plantas de arroz contra um patégeno foliar sustendia de que a producdo de quitinases néo
seja 0 Unico mecanismo empregado por esse fungotéua atividade de controle biolégico, mas
sim, que pelo menos em alguns casos, também adodig resisténcia das plantas. Inclusive,
diversos trabalhos tém descrito a producdo de cstopoquimicos bioativos poF. virens
envolvidos nas respostas de resisténcia sisténuidacalizada nas plantas (DJONOVIC et al.,
2006; DJONOVIC et al., 2007; HANSON; HOWELL, 2004|TERBO et al., 2007). Além
disso, uma vez que fragmentos de quitina ja forastritos como potentes elicitores de uma
variedade de respostas de defesa de plantas (BARBERTRAM; RIDE, 1989; KAKU et al.,
1997; KUCHITSU et al., 1995; ROBY; GADELLE; TOPPAN987; TAKAI et al., 2001), o
presente estudo também avaliou a capacidade doantesitdeficientes para producdo de
guitinases em proteger plantas de arroz contradmeaoM. oryzae com o intuito de determinar
se algum dos genes de quitinase estudados tinltpmalrelacdo com a promocao de respostas
de defesa na planta. Os resultados obtidos mastrgtee nenhum dos mutantes apresentou
reducdo na capacidade de proteger a planta, sdgegue, pelo menos em plantas de arroz
infectadas poM. oryzae nenhum desses genes de quitineseagl, Tv-nag2, Tv-echl, Tv-ech2
e Tv-ech3estdo envolvidos na ativacdo de respostas deadefegplanta. Curiosamente, em
alguns casos a inducao de respostas de defesaderdescrita como mecanismo principal de
biocontrole porTrichoderma,ao invés dos mecanismos classicos de micoparagitsamtibiose
(HANSON; HOWELL, 2004; YEDIDIA et al., 2003). Inctive, semelhante com o que foi
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observado neste estudo para plantas de feijactacf@es com o patdégeri®. solani,na interacao
algodaoT. virens,uma das mais bem estudadas, a acdo de quitinaseangbiose ndo sao
consideradas essenciais na atividade de controlégimo porT. virens (HOWELL, 2006).
Recentemente, varios trabalhos tém buscado cong®eems mecanismos moleculares e
identificar elicitores envolvidos na resisténcialunida porTrichoderma(DJONOVIC et al.,
2006; DJONOVIC et al., 2007; RUOCCO et al., 200HCRESH et al., 2006; SHORESH,;
YEDIDIA; CHET, 2005; VITERBO et al., 2005; YEDIDIAet al., 2003). Por exemplo, no
controle biologico de doencas de plantulas de @lgqbrT. virens,0s mecanismos identificados
até o momento incluem a inducdo de producdo daldixmas pela planta, a metabolizacdo de
elicitores da germinacdo do patégeno e a inducdxpeessao de genes de defesa (DJONOVIC
et al., 2006; HOWELL, 2002; HOWELL et al., 2000).

No presente trabalho, a avaliacdo da capacidadenddinhagem endofitica de virense
de seus mutantes deficientes para producdo denages em efetuar o controle biolégico de
diferentes patégenos permitiu verificar que as rmeagi quitinoliticas podem ter papel
fundamental na atividade de biocontrole dessa espporém, a relevancia da acdo dessas
enzimas depende dos organismos envolvidos na ¢ai®rga que outros mecanismos, como a
inducdo de respostas de defesa, também podembedntom a atividade de controle bioldgico
desse fungo. Ou seja, € bem provavel GuevirenslinhagemT.v223 empregue diferentes
mecanismos de controle biolégico dependendo dogpatd fungico e/ou da espécie vegetal
envolvidos na interacdo, sendo que, quando esseaniemos incluem a acdo de enzimas
quitinoliticas, cada enzima pode ter pesos difeend processo. Dessa forma, pode ser sugerido
que o processo de controle biolégico efetuadoTpasirensseja coordenado por uma interacédo
tripla, que envolve o agente de biocontrole, o gattd fungico e a planta hospedeira. Este é o
primeiro trabalho com a espécle virensque relata um estudo mais amplo sobre o papel das
enzimas quitinoliticas na atividade de controleldgo, abrindo novas perspectivas sobre os
mecanismos empregados por essa espécie durardeessu de controle biolégico de patdgenos.
Além disso, esse trabalho também demonstrou o @atemle utilizacdo do vetor de
silenciamento pSilent-1 em. virens,o0 que constitui uma ferramenta alternativa paradest

funcdo génica nessa espécie.



258

Referéncias

AHMED, A. S.; SANCHEZ, C. P.; CANDELA, M. E. Evaltian of induction of systemic
resistance in pepper plant€gpsicum annuujnto Phytophthora capsicusing Trichoderma
harzianumand its relation with capsidiol accumulatidturopean Journal of Plant Pathology

Dordrecht, v. 106, p. 817-824, 2000.

BAEK, J.-M.; HOWELL, C. R.; KENERLEY, C. M. The relof an extracellular chitinase from
Trichoderma viren€sv29-8 in the biocontrol dRhizoctonia solaniCurrent Genetics, Berlin, v.
35, p. 41-50, 1999.

BAEK, J. M.; KENERLEY, C. M. Thearg2 gene of Trichoderma virens cloning and
development of a homologous transformation systemgal Genetics and BiologyOrlando, v.
23, p. 34-44, 1998.

BARBER, M. S.; BERTRAM, R. E.; RIDE, J. P. Chititignsaccharides elicit lignification in
wounded wheat leaveRhysiological and Molecular Plant Pathology London, v. 34, p. 3-12,
1989.

BOLAR, J. P.; NORELLI, J. L.; HARMAN, G. E.; BROWNS. K.; ALDWINCKLE, H. S.
Synergistic activity of endochitinase and exoclaig@ from Trichoderma atroviride (T.
harzianun) against the pathogenic funguSefturia inaequalis in transgenic apple plants.
Transgenic ResearchAmsterdam, v. 10, p. 533-543, 2001.

BOLAR, J. P.; NORELLI, J. L.; WONG, K. W.; HAYES, .CK.; HARMAN, G. E,;
ALDWINCKLE, H. S. Expression of endochitinase frolmichoderma harzianunm transgenic
apple increases resistance to apple scab and sedigoe. Phytopathology, Lancaster, v. 90, p.
72-77, 2000.

BRUNNER, K.; PETERBAUER, C. K.; MACH, R. L.; LORITOM.; ZEILINGER, S,

KUBICEK, C. P. TheNagl N-acetylglucosaminidase dirichoderma atroviridas essential for
chitinase induction by chitin and of major relevario biocontrol Current Genetics, Berlin, v.

43, p. 289-295, 2003.

CARLSON, J.; MESSING, J. Efficiency in cloning asdquencing using the single-stranded
bacteriophage M13ournal of Biotechnology, Amsterdam, v. 1, p. 253-264, 1984.

CARON, J.Isolement et caractérisation de divers isolats d&€richodermacomme agent de
lutte biologique contre la moisissure griseRotrytis cinerea)dans la production de la fraise
1993. 121p. Dissertacdo de Mestrado — Universiiéal, Québec. 1993.

CARSOLIO, C.; BENHAMOU, N.; HARAN, S.; CORTES, CGUTIERREZ, A.; CHET, I;
HERRERA-ESTRELLA, A. Role of th@richoderma harzianunendochitinase genech42 in
mycoparasitismApplied and Environmental Microbiology, Washington, v. 65, p. 929-935,
1999.



259

CARSOLIO, C.; GUTIERREZ, A.; JIMENEZ, B.; VAN MONTGU, M.; HERRERA-
ESTRELLA, A. Characterization oéch-42 a Trichoderma harzianumendochitinase gene
expressed during mycoparasitisRroceedings of the National Academy of Sciences tife
United States of America Washington, v. 91, p. 10903-10907, 1994.

CATLETT, N. L.; LEE, B.; YODER, O. C.; TURGEON, B>. Split-marker recombination for
efficient targeted deletion of fungal genésingal Genetics NewsletterKansas, v. 50, p. 9-11,
2003.

CHERNIN, L. S.; WINSON, M. K.; THOMPSON, J. M.; HAR, S.; BYCROFT, B. W,
CHET, I.; WILLIAMS, P.; STEWART, G. S. A. B. Chitolytic activity in Chromobacterium
violaceum substrate analysis and regulation by quorum sgnsgiournal of Bacteriology,

Baltimore, v. 180, p. 4435-4441, 1998.

CORTES, C.; GUTIERREZ, A.; OLMEDO, V.; INBAR, J.HET, |.; HERRERA-ESTRELLA,
A. The expression of genes involved in parasitisnThchoderma harzianuns triggered by a
diffusible factor.Molecular & General Genetics Berlin, v. 260, p. 218-225, 1998.

DE LA CRUZ, J.; HIDALGO-GALLEGO, A.; LORA, J. M.; BNITEZ, T.; PINTOR-TORO, J.
A.; LLOBELL, A. Isolation and characterization ohree chitinases fromTrichoderma
harzianum European Journal of Biochemistry, Oxford, v. 206, p. 859-867, 1992.

DE LAS MERCEDES, D. M.; LIMON, M. C.; MEJIAS, R.; MCH, R. L.; BENITEZ, T
PINTOR-TORO, J. A.; KUBICEK, C. P. Regulation ofitthase 33 ¢hit33 gene expression in
Trichoderma harzianunCurrent Genetics, Berlin, v. 38, p. 335-342, 2001.

DE MARCO, J. L.; VALADARES-INGLIS, M.; FELIX, C. Pufication and characterization of
an N-acetylglucosaminidase produced byTachoderma harzianumstrain which controls
Crinipellis perniciosaApplied Microbiology and Biotechnology, Berlin, v. 64, p. 70-75, 2004.

DE MEYER, G.; BIGIRIMANA, J.; ELAD, Y.; HOFTE, M. nduced systemic resistance in
Trichoderma harzianuml'39 biocontrol of Botrytis cinerea European Journal of Plant
Pathology, Dordrecht, v. 104, p. 279-286, 1998.

DENG, S.; LORITO, M.; PENTTILA, M.; HARMAN, G. E. @erexpression of an endochitinase
gene ThEn-43 in Trichoderma atroviridefor increased production of antifungal enzymes and
enhanced antagonist action against pathogenic.fApgiied Biochemistry and Biotechnology
Clifton, v. 142, p. 81-94, 2007.

DI PIETRO, A.; LORITO, M.; HAYES, C. K.; BROADWAY,R. M.; HARMAN, G. E.
Endochitinase fromGliocladium virens isolation, characterization and synergistic amigfal
activity in combination with gliotoxinPhytopathology, Lancaster, v. 83, p. 308-313, 1993.

DJONOVIC, S.; POZO, M. J.; DANGOTT, L. J.; HOWELC. R.; KENERLEY, C. MSm1 a
proteinaceous elicitor secreted by the biocontwotglis Trichoderma virensinduces plant
defense responses and systemic resistaickecular Plant-Microbe Interactions, St Paul, v.
19, p. 838-853, 2006.



260

DJONOVIC, S.; VARGAS, W. A.; KOLOMIETS, M. V.; HORDESKI, M.; WIEST, A
KENERLEY, C. M. A proteinaceous elicit@&mlfrom the beneficial fungusrichoderma virens
is required for induced systemic resistance in m&lant Physiology, Rockville, v. 145, p. 875-
889, 2007.

DRABORG, H.; KAUPPINEN, S.; DALBYGE, H.; CHRISTGALE. Molecular cloning and
expression inS. cerevisiaef two exochitinases fronTrichoderma harzianumBiochemistry
and Molecular Biology International, New York v. 36, p. 781-791, 1995.

EL-KATATNY, M. H.; GUDELJ, M.; ROBRA, K. H.; ELNAGH/, M. A.; GUBITZ, G. M.
Characterization of a chitinase and an endo-B-tlu@gase fromTrichoderma harzianunRifai
T24 involved in control of the phytopathog&clerotium rolfsii Applied Microbiology and
Biotechnology, Berlin, v. 56, p. 137-143, 2001.

EMANI, C.; GARCIA, J. M.; LOPATA-FINCH, E.; POZO, MJ.; URIBE, P.; KIM, D. J,;
SUNILKUMAR, G.; COOK, D. R.; KENERLEY, C. M.; RATHEE, K. S. Enhanced fungal
resistance in transgenic cotton expressing an értiltese gene frormrichoderma virensPlant
Biotechnology Journal London, v. 1, p. 321-336, 2003.

EVANS, H. C.; HOLMES, K. A.; THOMAS, S. E. Mycobiatof an indigenougheobroma
species $terculiaceag in Ecuador: assessing its potential for biololgicantrol of cocoa
diseasesMycological Progress Berlin, v. 2, p. 149-160, 2003.

FEINBERG, A. P.; VOGELSTEIN, B. A technique for rakhbeling DNA restriction
endonuclease fragments to high specific activityalytical Biochemistry, New York, v. 132, p.
6-13, 1983.

GARCIA, I.; LORA, J. M.; CRUZ, J.; BENITEZ, T.; LLBELL, A.; PINTOR-TORO, J. A.
Cloning and characterization of a chitinase (CHIT4DNA from the mycoparasitic fungus
Trichoderma harzianunCurrent Genetics, Berlin, v. 27, p. 83-89, 1994.

HANSON, L. E.; HOWELL, C. R. Elicitors of plant defise responses from biocontrol strains of
Trichoderma virensPhytopathology, Lancaster, v. 94, p. 171-176, 2004.

HARAN, S.; SCHICKLER, H.; OPPENHEIM, A.; CHET, I.é&v components of the chitinolytic
system offrichoderma harzianuriMycological Research Cambridge, v. 99, p. 441-446, 1995.

HARMAN, G. E. Myths and dogmas of biocontrol chasge perceptions derived from research
on Trichoderma harzianuriii-22. Plant Disease St Paul, v. 84, p. 377-393, 2000.

HARMAN, G. E. Overview of mechanisms and usesTothodermaspp. Phytopathology,
Lancaster, v. 96, p. 190-194, 2006.

HARMAN, G. E.; HAYES, C. K,; LORITO, M.; BROADWAY,R. M.; DI PIETRO, A,
PETERBAUER, C.; TRONSMO, A. Chitinolytic enzymes dfrichoderma harzianum
purification of chitobiosidase and endochitinaBaytopathology, Lancaster, v. 83, p. 313-318,
1993.



261

HARMAN, G. E.; HOWELL, C. R.; VITERBO, A.; CHET, ].LORITO, M. Trichoderma
species - opportunistic, avirulent plant symbiohiature Reviews Microbiology, London, v. 2,
p. 43-56, 2004a.

HARMAN, G. E.; PETZOLDT, R.; COMIS, A.; CHEN, J. teractions betweefirichoderma
harzianumstrain T22 and maize inbred line Mol17 and effedtthese interactions on diseases
caused byythium ultimunmandColletotrichum graminicolaPhytopathology, Lacaster, v. 94, p.
147-153, 2004b.

HARMAN, G. E.; SHORESH, M. The mechanisms and aions of opportunistic plant
symbionts. In: VURRO, M.; GRESSEL, J. (EdNovel Biotechnologies for Biocontrol Agent
Enhancement and ManagementAmsterdam: Springer, 2007. p. 131-153.

HAYES, C. K.; KLEMSDAL, S.; LORITO, M.; DI PIETROA.; PETERBAUER, C.; NAKAS,

J. P.; TRONSMO, A.; HARMAN, G. E. Isolation and seqce of an endochitinase-encoding
gene from a cDNA library offrichoderm harzianumGene Amsterdam, v. 138, p. 143-148,
1994.

HOWELL, C. R. Effect ofGliocladium virenson Pythium ultimum Rhizoctonia solaniand
damping-off of cotton seedlingBhytopathology, Lancaster, v. 72, p. 496-498, 1982.

HOWELL, C. R. Relevance of mycoparasitism in theldugical control ofRhizoctonia solanby
Gliocladium virensPhytopathology, Lancaster, v. 77, p. 992-994, 1987.

HOWELL, C. R. Cotton seedling preemergence dampifigacited by Rhizopus oryzaand
Pythiumspp. and its biological control witfrichodermaspp.Phytopathology, Lancaster, v. 92,
p. 177-180, 2002.

HOWELL, C. R. Mechanisms employed Hyichodermaspecies in the biological control of
plant diseases: The history and evolution of curcemceptsPlant Disease St Paul, v. 87, p. 4-
10, 2003.

HOWELL, C. R. Understanding the mechanisms employgdirichoderma virensto effect
biological control of cotton diseasdzhytopathology, Lancaster, v. 96, p. 178-180, 2006.

HOWELL, C. R.; HANSON, L. E.; STIPANOVIC, R. D.; REKHABER, L. S.; WHEELER, M.
H. Induction of terpenoid synthesis in cotton roatsl control ofRhizoctonia solanby seed
treatment withlrichoderma virensPhytopathology, Lancaster, v. 90, p. 248-252, 2000.

HOWELL, C. R.; PUCKHABER, L. S. A study of the claateristics of "P" and "Q" strains of
Trichoderma virensto account for differences in biological contrdfiGacy against cotton
seedling diseaseBiological Control, Orlando, v. 33, p. 217-222, 2005.

KAKU, H.; SHIBUYA, N.; XU, P.; ARYAN, A. P.; FINCHR, G. B. N-
acetylchitooligosaccharide elicit expression ofirglke (1-3)$-glucanase gene in suspension-
cultured cells from barleyHordeum vulgarg Phisiologia Plantarum, Kobenhavn, v. 100, p.
111-118, 1997.



262

KERSHAW, M. J.; TALBOT, N. J. Genome-wide functidr@nalysis reveals that infection-
associated fungal autophagy is necessary for figst lliseaseProceedings of the National
Academy of ScienceswWashington, v. 106, p. 15967-15972, 20009.

KIM, D. J.; BAEK, J. M.; URIBE, P.; KENERLEY, C. NI.COOK, D. R. Cloning and
characterization of multiple glycosyl hydrolase egnfrom Trichoderma virens Current
Genetics Berlin, v. 40, p. 374-384, 2002.

KOIKE, N.; HYAKUMACHI, M.; KAGEYAMA, K.; TSUYUMU, S.; DOKE, N. Induction of
systemic resistance in cucumber against severaasiks by plant growth-promoting fungi:
lignification and superoxide generatidduropean Journal of Plant Pathology Dordrecht, v.
107, p. 523-533, 2001.

KUCHITSU, K.; KOSAKA, H.; SHIGA, T.; SHIBUYA, N. ER evidence for generation of
hydroxyl radical triggered by N-acetylchitooligosharide elicitor and a protein phosphatase
inhibitor in suspension-cultured rice celotoplasma, Leipzig, v. 188, p. 138-142, 1995.

LIMON, M. C.; LORA, J. M.; GARCIA, I.; CRUZ, J.; LDBELL, A.; BENITEZ, T.; PINTOR-
TORO, J. A. Primary structure and expression pattdrthe 33-kDa chitinase gene from the
mycoparasitic fungudrichoderma harzianumCurrent Genetics, Berlin, v. 28, p. 478-483,
1995.

LIMON, M. C.; PINTOR-TORO, J. A.; BENITEZ, T. Incased antifungal activity of
Trichoderma harzianuntransformants that overexpress a 33-kDa chitinBégtopathology,
Lancaster, v. 89, p. 254-261, 1999.

LIU, H.; COTTRELL, T. R.; PIERINI, L. M.; GOLDMAN,W. E.; DOERING, T. L. RNA
interference in the pathogenic fungdsyptococcus neoforman&enetics Bethesda, v. 160, p.
463-470, 2002.

LO, C.-T.; NELSON, E. B.; HAYES, C. K.; HARMAN, GE. Ecological studies of transformed
Trichoderma harzianunstrain 1295-22 in the rhizosphere and on the ppidhe of creeping
bentgrassPhytopathology, v. 88, p. 129-136, 1998.

LORITO, M. Chitinolytic enzymes ands their genes. HARMAN, G. E.; KUBICEK, C. P.
(Ed.). Trichoderma and Gliocladium: enzymes, biological control and commercial appidcat
London: Taylor and Francis, 1998a. chap. 4, p. 93-9

LORITO, M.; HAYES, C. K.; DI PIETRO, A.; WOO, S. LHARMAN, G. E. Purification,
characterization, and synergistic activity of aog 1,3B8-glucosidase and an N-acef#-
glucosaminidase fromrichoderma harzianumPhytopathology, Lancaster, v. 84, p. 398-405,
1994.



263

LORITO, M.; WOO, S. L.; FERNANDEZ, I. G.; COLUCCG.; HARMAN, G. E.; PINTOR-
TORO, J. A,; FILIPPONE, E.; MUCCIFORA, S.; LAWRENCE. B.; ZOINA, A.; TUZUN, S.;
SCALA, F. Genes from mycoparasitic fungi as a sedar improving plant resistance to fungal
pathogens.Proceedings of the National Academy of Sciences tiie United States of
America, Washington, v. 95, p. 7860-7865, 1998b.

LU, Z.; TOMBOLINI, R.; WOO, S.; ZEILINGER, S.; LORIO, M.; JANSSON, J. Kin vivo
study of Trichodermapathogen-plant interactions, using constitutived anducible green
fluorescent protein reporter systemqplied and Environmental Microbiology, Washington,
v. 70, p. 3073-3081, 2004.

MOUYNA, I.; HENRY, C.; DOERING, T. L.; LATGE, J. Ge silencing with RNA interference
in the human pathogenic fungAspergillus fumigatu~EMS Microbiology Letters, v. 237, p.
317-324, 2004.

MUKHERJEE, P.; LATHA, J.; HADAR, R.; HORWITZ, B. ARole of two G-protein alpha
subunits, TgaA and TgaB, in the antagonism of ptetihology byTrichoderma virensApplied
and Environmental Microbiology, Washington, v. 70, p. 542-549, 2004.

NAKAYASHIKI, H.; HANADA, S.; QUOC, N. B.; KADOTANI, N.; TOSA, Y.; MAYAMA, S.
RNA silencing as a tool for exploring gene functionascomycete fungkungal Genetics and
Biology, Orlando, v. 42, p. 275-283, 2005.

NGUYEN, Q. B.; KADOTANI, N.; KASAHARA, S.; TOSA, Y. MAYAMA, S,
NAKAYASHIKI, H. Systematic functional analysis oalcium-signalling proteins in the genome
of the rice-blast fungudylagnaporthe oryzgeusing a high-throughput RNA-silencing system.
Molecular Microbiology, Oxford, v. 68, p. 1348-1365, 2008.

PEBERDY, J. F. Fungal cell walls — a review. In: KN, P. J.; TRINCI, A. P. J.; JUNG, M. J,;
GOOSEY, M. W. (Ed.)Biochemistry of cell walls and membranes in fungiBerlin: Springer-
Verlag, 1990. p. 5-30.

PETERBAUER, C. K.; LORITO, M.; HAYES, C. K.; HARMANG. E.; KUBICEK, C. P.
Molecular cloning and expression of thagl gene (N-acetyp-D-glucosaminidase-encoding
gene) fromTrichoderma harzianur®1.Current Genetics, Berlin, v. 30, p. 325-331, 1996.

PONTECORVO, G.; ROPER, J. A.; HEMMONS, L. M.; MCD@AND, K. D.; BUFTON, A. W.
J. The genetics oAspergillus nidulansAdvances in GeneticsNew York, v. 5, p. 141-238,
1953.

RAEDER, U.; BRODA, P. Rapid preparation of DNA froflamentous fungi.Letters in
Applied Microbiology, Oxford, v. 1, p. 17-20, 1985.

ROBERTS, D. P.; LUMSDEN, R. D. Effect of extracédlumetabolites fronGliocladium virens
on germination of sporangia and mycelial growth Ryfthium ultimum Phytopathology,
Lancaster, v. 80, p. 461-465, 1990.



264

ROBY, D.; GADELLE, A.; TOPPAN, A. Chitin oligosacekides as elicitors of chitinase activity
in melon plantsBiochemical and Biophysical Research Communication®New York, v. 143,
p. 885-892, 1987.

RUOCCO, M.; LANZUISE, S.; WOO, S. L.; LORITO, M. €hnovel hydrophobin HYTRA1
from Trichoderma harzianumT22 plays a role inTrichodermaplant interactions. In:
INTERNATIONAL CONGRESS ON MOLECULAR PLANT-MICROBE NTERACTIONS,
13, 2007, Sorrento, ItalfResumos...MPMI, 2007. p. 394.

SAMBROOK, J.; FRITSCH, E. F.; MANIATIS, TMolecular cloning: a laboratory manual.
New York: Cold Spring Harbour Laboratory Press, 498559 p.

SCHIRMBOCK, M.; LORITO, M.; WANG, Y. L.; HAYES, C.K.; ARISAN-ATAC, |.;
SCALA, F.; HARMAN, G. E.; KUBICEK, C. P. Parallebfmation and synergism of hydrolytic
enzymes and peptaibol antibiotics, molecular meshas involved in the antagonistic action of
Trichoderma harzianumagainst phytopathogenic fungiApplied and Environmental
Microbiology, Washington, v. 60, p. 4364-4370, 1994.

SHORESH, M.; GAL-ON, A.; LEIBMAN, D.; CHET, I. Chacterization of a mitogen-activated
protein kinase gene from cucumber required fachodermaconferred plant resistancBlant
Physiology, Rockville, v. 142, p. 1169-1179, 2006.

SHORESH, M.; YEDIDIA, I.; CHET, I. Involvement ohé jasmonic acid/ethylene signaling
pathway in the systemic resistance induced in cbeunby Trichoderma asperellunT203.
Phytopathology, Lancaster, v. 95, p. 76-84, 2005.

TAKAI R.; HASEGAWA, K.; KAKU, H.; SHIBUYA, N.; MINAMI, E. Isolation and analysis
of expression mechanisms of a rice gdfle5, which shows structural similarity to ATL family
from Arabidopsis in response to N-acetylchitooligosaccharide tlicPlant Science Limerick,
v. 160, p. 577-583, 2001.

TALBOT, N. J.; EBBOLE, D. J.; HAMER, J. E. Identfition and characterization of MPG1, a
gene involved in pathogenicity from the rice blastgusMagnaporthe griseaThe Plant Cell,
Baltimore, v. 5, p. 1575-1590, 1993.

THORNTON, C. R.; PITT, D.; WAKLEY, G. E.; TALBOT, NJ. Production of a monoclonal
antibody specific to the genulrichodermaand closely related fungi, and its use to detect
Trichodermaspp. in naturally infested composkicrobiology, Reading, v. 148, p. 12631279,
2002.

TU, J. C. Gliocladium virens a destructive mycoparasite dbclerotinia sclerotiorum
Phytopathology, Lancaster, v. 70, p. 670-674, 1980.

ULHOA, C. J.; PEBERDY, J. F. Purification and chagaization of an extracellular chitobiase
from Trichoderma harzianunCurrent Microbiology , London, v. 23, p. 285-289, 1991.



265

ULHOA, C. J.; PEBERDY, J. F. Purification and sopreperties of the extracellular chitinase
produced byTrichoderma harzianumEnzyme and Microbial Technology Surrey, v. 14p.
236-240, 1992.

VALENT. B.; FARRALL, L.; CHUMLEY, F. G.Magnaporthe griseagenes for pathogenicity
and virulence through a series of backcrosSesietics Bethesda, v. 127, p. 87-101, 1991.

VITERBO, A.; HARAN, S.; FRIESEM, D.; RAMOT, O.; CHE |I. Antifungal activity of a
novel endochitinase geneh{t36) from Trichoderma harzianurRifai TM. FEMS Microbiology
Letters, Amsterdam, v. 200, p. 169-174, 2001.

VITERBO, A.; HAREL, M.; HORWITZ, B. A.; CHET, |.; NUKHERJEE, P. K.Trichoderma
mitogen-activated protein kinase signaling is ineal in induction of plant systemic resistance.
Applied and Environmental Microbiology, Washington, v. 71, p. 6241-6246, 2005.

VITERBO, A.; MONTERO, M.; RAMOT, O.; FRIESEM, D.; GINTE, E.; LLOBELL, A
CHET, I. Expression regulation of the endochitinak&36 from Trichoderma asperellungT.
harzianumT-203).Current Genetics, Berlin, v. 42, p. 114-122, 2002.

VITERBO, A. D. A.; WIEST, A.; BROTMAN, Y.; CHET, |. KENERLEY, C. The 18 mer
peptaibols fronirrichoderma virenglicit plant defence responsédolecular Plant Pathology,
Oxford, v. 8, p. 737-746, 2007.

WILHITE, S. E.; LUMSDEN, R. D.; STRANEY, D. C. Mutianal analysis of gliotoxin
production by the biocontrol funguSliocladium virensin relation to suppression &fythium
damping-off.Phytopathology, Lancaster, v. 84, p. 816-821, 1994.

WOO, S. L.; DONZELLI, B.; SCALA, F.; MACH, R.; HARMN, G. E.; KUBICEK, C. P.;
DEL SORBO, G.; LORITO, M. Disruption of thech42(endochitinase-encoding) gene affects
biocontrol activity inTrichoderma harzianun1. Molecular Plant-Microbe Interactions, St
Paul, v. 12, p. 419-429, 1999.

YEDIDIA, I.; BENHAMOU, N.; CHET, I. Induction of dense responses in cucumber plants
(Cucumis sativusL.) by the biocontrol agentTrichoderma harzianum Applied and
Environmental Microbiology, Washington, v. 65, p. 1061-1070, 1999.

YEDIDIA, I.; SHORESH, M.; KEREM, Z.; BENHAMOU, N.,KAPULNIK, Y.; CHET, I
Concomitant induction of systemic resistance Pgeudomonas syringapv. lachrymansin
cucumber byTrichoderma asperelluriT-203) and accumulation of phytoalexifsgplied and
Environmental Microbiology, Washington, v. 69, p. 7343-7353, 2003.

YEDIDIA, I.; SRIVASTVA, A. K.; KAPULNIK, Y.; CHET, I. Effect of Trichoderma harzianum
on microelement concentrations and increased gratleucumber plantsPlant and Soil
Dordrecht, v. 235, p. 235-242, 2001.

ZIMAND, G.; ELAD, Y.; CHET, I. Biological control Botrytis cinereaby Trichodermaspp.
Phytoparasitica, Bet Dagan, v. 19, p. 252-253, 1991.



266

ZIMAND, G.; ELADY, Y.; CHET, I|. Effect of Trichoderma harzianunon Botrytis cinerea
pathogenicityPhytopathology, Lancaster, v. 86, p. 1255-1260, 1996.



267

6 CONSIDERACOES FINAIS

Comunidades fungicas sdo encontradas em assodagddodas as espécies vegetais
conhecidas, seja colonizando a superficie exteynaterior dos tecidos ou a rizosfera, onde
estabelecem interagcdes que variam do mutualismpaaasitismo. Considerando as diversas
atividades dos fungos associados as plantas évpbgsirceber que mudancas na diversidade
fungica poderao ter importantes implicacdes pdeatdidade do solo, equilibrio do ecossistema,
estabilidade, estabelecimento da planta e rendonéogo, estudos de diversidade e interacao
fungo-planta podem ajudar a esclarecer o papel d®omanismos nativos e mudancgas
biolégicas associadas as pertuba¢gdes ambientais)amionando diversidade microbiana, solo,
planta e sustentabilidade do ecossistema. O peet@fialho buscou avaliar esses aspectos para
uma cultura de grande importancia agricola e ecar®mara o Brasil, a cana-de-acucar. A
realizacdo do estudo foi dividida em duas etapasinaeira (Capitulos 2 e 3) incluiu a avaliagdo
da estrutura e diversidade da comunidade de fumgsentes no interior das raizes e na rizosfera
de duas variedades de plantas de cana-de-acucar,canvencional (SP80-1842) e outra
transgénica (IMI-1), sob influéncia de diferentatofes, como os estagios de desenvolvimento da
planta e o trato cultural utilizado na conducdocdtura; a segunda etapa (Capitulos 4 e 5)
envolveu o estudo detalhado da interacédo fungaglarpartir da escolha de um grupo flngico
(Trichoderma frequentemente isolado de raizes de cana.

Os dados obtidos na primeira etapa do trabalhdaere que a transgénese e o trato
cultural ndo induziram alteracdes significativas digersidade e estrutura das comunidades
fungicas, mas que, diferentemente, a idade dasaglaeterminou caracteristicas da comunidade
fungica endofitica de raizes. Esses resultadogemuggue os efeitos da modificacdo genética em
plantas transgénicas devem ser menores quando @dopas fontes naturais de variacdo, como
a idade e o oOrgdo da planta. A identificacdo tarooéd de 249 isolados pertencentes a
comunidade fungica associada a cana-de-acucaoteaepredominancia do filo Ascomicota e
dos género$enicillium, Fusarium, Aspergillus, Trichodern@Epicoccum,indicando que a
estrutura da comunidade fungica inclui um grandeeard de géneros pouco frequentes e um
pequeno numero de géneros altamente frequentes. diéso, foi observado que as comunidades

fungicas endofitica e da rizosfera apresentarareratifas na diversidade, composicdo e
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frequéncia de ocorréncia de géneros fungicos, sulpen existéncia de especificidade ao local
de isolamento.

Dentre os pelo menos 35 géneros presentes na adexenfungica de cana-de-acucar,
Trichodermafoi o quarto mais frequente e ndo apresentou dgpdade ao local de isolamento
(raizes ou rizosfera), indicando provavel imporidndesse género para plantas de cana-de-
acucar, sendo, portanto, considerado promissorgsinalos mais detalhados. Por essa razdo, um
isolado deT. virensfoi selecionado para realizacdo dos estudos deagée com a planta. Em
primeiro lugar, foram analisados aspectos basieomtgracdo fungo-planta, como o padréo de
colonizagdo fangica e os efeitos da infec¢cdo dastgé pelo fungo. Depois, numa abordagem
mais especifica, o estudo avaliou um possivel pdedl. virensdurante a associagdo com a
planta, ou seja, o potencial desse endofito conemtagde controle biologico contra patdgenos
fungicos e a identificacdo de alguns mecanismoscntdres envolvidos nessa atividade. Os
dados obtidos confirmaram qde virenscoloniza plantas de cana-de-agucar endofiticamente,
sendo que se localiza preferencialmente no espégrelular das primeiras camadas de célula
do tecido radicular e a sua presenca nos tecidgdada ndo gera alteracdes detectaveis no
fendtipo do hospedeiro. Além disso, foi observade T virensé capaz de controlar diferentes
patégenos fungicos, ndo s6 em cana-de-acucar,améein em alface, feijdo e arroz, onde esse
fungo também se comporta como endofitico. Os msegas moleculares envolvidos na
atividade de controle biolégico desse fungo inclupelo menos a acdo de quitinases
extracelulares (endo- e exoquitinases) e a inddeasisténcia da planta. Entretanto, diferentes
mecanismos parecem ser empregados dependendmldainiteracdo em questdo (agente de
controle biologico-planta-patdgeno). Esse é o primnérabalho envolvendo a identificacao
molecular de um grande namero de isolados e déscdag diversidade de fungos para a cultura
da cana-de-acucar. Além disso, a avaliacdo daag#erT.virenseana-de-aclicar mostrou a
importancia de se estudar o papel dos fungos dummiteracdo com a planta, abrindo novas

perspectivas de exploracdo de relagbes mutualigiena otimizacdo da agricultura.





