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RESUMO
Transformagéao genética e patogenicidade de Guignardia citricarpa

O Brasil é lider absoluto no comércio internacional de suco de laranja concentrado
congelado participando com 82% do volume comercializado no mundo. Guignardia
citricarpa é um fungo Ascomiceto agente causal da Mancha Preta dos Citros (MPC), uma
doenca importante no contexto da Citricultura, causando lesdes negras em frutos
tornando-os impréprios para a exportagao, ja que nao sdo aceitos na Unido Européia
pois o0 patdgeno é classificado como quarentenario. O presente trabalho teve como
objetivo principal estabeler a metodologia de transformagao genética de G. citricarpa
para futuramente auxiliar no entendimento dos mecanismos de patogenicidade desta
especie, visando diminuir perdas na citricultura brasileira devido a MPC. Além disso, foi
realizada uma analise do gene da enzima endopoligalacturonase, a qual esta associada
a capacidade de patogenos em colonizar plantas. Para elucidar esse fenbmeno, foi
realizada a busca de genes relacionados a patogenicidade em outros fungos
fitopatogénicos previamente descritos e confirmados participarem no processo de
doengcas em diversas plantas. Considerando que esses genes possuem uma regiao
conservada para esse fim, apds o alinhamento dessas sequéncias foram construidos
primers e o gene de endopoligalacturonase foi identificado no género Guignardia sp.
Outra espécie pertencente a esse género € G. mangiferae, conhecida como endoéfito de
citros, ou seja, coloniza os tecidos internos da planta hospedeira sem causar dano. Em
analises enzimaticas foi observado que a quantidade de endopoligalacturonase
produzida pela espécie patogénica é superior a da espécie endofitica, mostrando que
essa enzima pode participar do processo de patogenicidade de G. citricarpa. Estudos
para comprovar a participagdo de genes nos mecanismos de patogenicidade em
diversas espécies utilizando reconhecimento de genes e gendmica funcional, expressao
e knockout de genes estdo sendo realizados, permitindo uma visao geral da organizagao
genbmica do sistema patogénico. Pensando nisso, esse trabalho descreve pela primeira
vez a metodologia de transformagao genética de G. citricarpa via micélio e a obtengao de
transformantes expressando a proteina verde fluorescente (GFP). Micélios do fungo
foram transformados pelo sistema via Agrobacterium tumefaciens com o plasmideo
pFAT-gfp, contendo os genes de resisténcia a higromicina B (hgr) e da GFP. A
otimizagdo do protocolo de agrotransformacéao foi realizada a partir do teste de diferentes
condicbes como: tipo de membrana, concentragdo de agente indutor e tempo de co-
cultivo. A melhor condigao incluiu a utilizacdo de membrana de éster de celulose; 200 uM
de AS e 96 horas de co-cultivo. Os transformantes apresentaram alta estabilidade
mitotica (82%) e tiveram a inser¢ao do gene hgr confirmada por PCR e do gfp observada
em microscopia Optica de epifluorescéncia. Além disso, foi acompanhado o
desenvolvimento do fungo inoculado em frutos, mostrando a interagao planta-patégeno.
O estabelecimento do sistema de transformacédo por Agrobacterium para G. citricarpa
possibilita o uso dessa ferramenta para estudos de mutagénese insercional e interrupgéo
génica visando a identificagdo de genes importantes, como os envolvidos com o0s
mecanismos de patogenicidade utilizados por esse fungo.

Palavras-chave: Guignardia citricarpa; Transformacgao genética; Interagdo fungo-planta;
Citros; Microscopia
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ABSTRACT
Genetic transformation and pathogenicity of Guignardia citricarpa

Brazil is the world leader in the international trade of frozen orange juice
concentrate, taking part with around 82% of the traded volume. Guignardia citricarpa
(anamorph Phyllosticta citricarpa) is a fungal pathogen of citrus plants, being described
as the causal agent of citrus black spot (CBS), one of the most important fungal diseases
of citrus worldwide. Its symptoms are black lesions on fruit, making them unsuitable for
the international fresh market, since they are included in the quarantine list of the
European Plant Protection Organization (EPPO). Moreover, when the disease is severe it
may cause extensive premature fruit drop that reduces yields of fruit for processing.
Taking this into consideration, the current work aimed to improve the understanding on
the pathogenic mechanisms of this fungus. Firstly, in an attempt to elucidate this
phenomenon, it was performed a search for pathogenicity genes previously reported to
some pathogenic fungi and confirmed to participate in the process of infection in many
plants , especially endopolygalacturonase. Primers were designed using the conserved
regions of the genes and allowed the identification of the Guignardia spp.
endopolygalacturonase gene for the first time. This enzyme has been described as
playing important role in the process of fungal diseases in plants. In the present work,
enzymatic analysis showed that the pathogen G. citricarpa produced significantly greater
amounts of endopolygalacturonase when compared to G. mangiferae, a closely related
fungus described as a citrus endophyte. This result suggests that this enzyme may
participate in the process of pathogenicity, characteristic of the pathogenic species.
Genetic transformation methods have been used to prove the involvement of genes in
pathogenic mechanisms, however, a suitable methodology for G. citricarpa has not been
described yet. In this way, this study describes for the first time a methodology for genetic
transformation of G. citricarpa via mycelia and the successful generation of transformants
expressing the green fluorescent protein (GFP) and resistant to the hygromycin B
antibiotic. Mycelia of the fungus were genetically transformed via Agrobacterium
tumefaciens hosting the plasmid pFAT-gfp, which carries the genes for resistance to
hygromycin B (hph) and for GFP (gfp). The protocol was optimized through different test
conditions (type of membrane, concentration of the inducing agent acetosyringone and
duration of the co-cultivation period). The higher transformation efficiencies were
observed using cellulose ester membrane, 200 yM of acetosyringone and 96 hours of co-
cultivation. The transformants showed high mitotic stability (82%) and the insertion of the
T-DNA was confirmed by PCR and GFP expression through epifluorescence microscopy
observation. Moreover, it was observed the development of the fungus in inoculated
oranges, showing the plant-pathogen interaction observed by epifluorescense
microscopy. The establishment of the Agrobacterium-mediated transformation system for
G. citricarpa represents an important step on the search for unveiling important genes of
this fungus, such as those involved in the pathogenic mechanisms.

Keywords: Guignardia citricarpa; Genetic transformation; Pathogenicity; Fungus-plant
interaction; Citrus; Microscopy



18



19

1 INTRODUGAO

O Brasil lidera a produgdo mundial de laranjas, ndo havendo a curto e médio
prazos perspectivas de mudangas em tal panorama (ABECITRUS, 2009). Nos ultimos
anos, a Citricultura tem sido afetada por varias doencas, dentre elas a Mancha Preta dos
Citros (MPC ou Citrus Black Spot - CBS), causada pelo fungo ascomiceto Guignardia
citricarpa Kiely (Phyllosticta ciricarpa). A doenga causa lesdes negras em frutos que se
tornam improprios para a comercializagao, principalmente para a exportagéo, ja que nao
sdo aceitos na Unido Européia, sendo o fungo causador classificado como patdégeno
quarentenario. Também nos EUA, a MPC ¢ incluida na lista de doencas ameacadoras e
exoticas de citros, temida tanto pela capacidade de atacar os pomares e reduzir a
produgao, como por poder encontrar na Florida condigdes climaticas favoraveis ao seu
desenvolvimento (CHUNG et al., 2009; TIMER, 1999).

Economicamente, a Citricultura possui um grande impacto no pais. Apenas em
termos de suco concentrado, o estado de Sdo Paulo exportou cerca de US$ 1.910
bilhdes no ano de 2008 (http://www.apta.sp.gov.br). Assim, tem-se prejuizos enormes
com as perdas de producdo e exportacdo devido as doencas, fazendo-se essencial o
controle dos patégenos e o conhecimento dos seus mecanismos de patogenicidade que,
na maioria das vezes, sdo pouco elucidados.

Por sua vez, uma outra espécie pertencente ao género Guignardia foi observada
durante isolamentos de citros, mas sem causar danos as plantas, sendo identificada
molecularmente como o enddfito G. mangiferae (Phylosticta capitalensis) (BAAYEN et
al.; 2002). Os microrganismos endofiticos s&o aqueles que colonizam o interior dos
tecidos de plantas, sem apresentar efeito patogénico no hospedeiro (AZEVEDO;
ARAUJO, 2007). Essa espécie é filogeneticamente relacionada a G. citricarpa, tanto
morfologicamente como geneticamente, no entanto, até o presente, ainda faltam
estudos que elucidem os mecanismos do desenvolvimento da patogenicidade deste
fungo em particular.

As diferentes etapas envolvidas na diferenciacdo e desenvolvimento de
patdgenos no ambiente da planta ainda sdo pouco conhecidas, mostrando serem
necessarios mais estudos para avaliar a interagdo fungo-planta. A metodologia de
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transformacdo genética de fungos tem sido utilizada para melhor entender essa
interagdo. A técnica € também de grande valia para o melhoramento de espécies de
importancia biotecnoldgica. Além disso, o uso de diferentes estratégias de mutagénese
insercional aleatdria ou sitio-especifica e silenciamento génico pds-transcricional é
bastante interessante para investigar a fungcdo génica de fungos filamentosos
(LORENZ, 2002; WELD et al., 2006; NAKAYASHIKI; NGUYEN, 2008).

Dentre os sistemas de transformagdo genética desenvolvidos até o momento
para fungos filamentosos podemos citar aqueles que fazem uso de protoplastos (PEG,
eletroporagdo e REMI), biobalistica e via o vetor Agrobacterium tumefaciens. O ultimo,
em particular, tradicionalmente utilizado para transformar células vegetais (EADY et al.,
1996), também foi empregado para leveduras (BUNDOCK et al., 1995), fungos
filamentosos (DE GROOT et al.,1998) e até células humanas (KUNIK et al., 2001).
Inumeras espécies de fungos e oomicetos ja foram geneticamente transformadas por
esse método (MICHIELSE et al., 2005; LACROIX et al., 2006). Comparando-se com 0s
outros, uma das vantagens de se utilizar o método baseado em Agrobacterium é que
ele permite a obtengdo de um maior numero de transformantes (AMEY et al., 2002;
CAMPOY et al., 2003; FITZGERALD et al., 2003; RODRIGUEZ-TOVAR et al., 2005).
Além disso, consiste num procedimento simples e reproduzivel, permitindo que os
genes interrompidos sejam posteriormente identificados (MULLINS et al., 2001; AMEY
et al., 2002; FITZGERALD et al., 2003; MICHIELSE et al., 2005; RODRIGUES-TOVAR
et al., 2005).

A interagdo fungo-planta ainda pode ser estudada por diferentes abordagens
como por meio de microscopia com o auxilio da utilizagdo dos genes reporteres, como o
gene da proteina verde fluorescente (gfp) da agua viva Aequorea victoria e outras
versdes de proteinas autofluorescentes, como a proteina vermelha fluorescente
(DsRed) do coral Discosoma striata (LORANG et al., 2001; MIKKELSEN et al., 2003).

Nesse contexto, esse trabalho teve por objetivo principal estabelecer e otimizar
um sistema de transferéncia génica mediado por A. tumefaciens para G. citricarpa, bem
como obter transformantes estaveis quanto a expressao da proteina verde fluorescente
(GFP) a fim de avaliar a interagado de G. citricarpa em frutos de laranja pela abordagem

microscopica. O estudo €& de especial importdncia ja que se obteve um melhor
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entendimento dos mecanismos de patogenicidade de Guignardia citricarpa, na tentativa
de auxiliar futuramente o controle de MPC. Os tranformantes obtidos permitem o estudo
da interagcdo planta-patégeno monitorando seu comportamento durante a fase de

infecgao de frutos, buscando uma melhor compreensao desse patossistema.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Revisao Bibliografica

2.1.1 Citricultura brasileira e a MPC

A citricultura brasileira pode ser caracterizada como uma das mais tipicas
atividades agroindustriais do pais, apoiada na demanda de produtos in natura, ou seja,
frutas frescas, e produtos processados representados por suco concentrado, pectina e
6leos essenciais (INSTITUTO DE ECONOMIA AGRICOLA, 1997). Levantamentos
apontaram uma producgao de 19.080.755 toneladas de laranjas em territério nacional em
fevereiro de 2010 (IBGE, 2010). Dessa forma, o Brasil é lider absoluto no comércio
internacional de suco de laranja concentrado congelado (SLCC), participando com
aproximadamente 82% do volume comercializado no mundo (FNP CONSULTORIA &
COMERCIO, 2003).

O agronegédcio da citricultura € um dos setores brasileiros mais competitivos.
Ocupa uma area de 843.266 mil hectares, concentrada no Estado de S&o Paulo, que
participa com 78,42% da produgao nacional de frutos (IBGE, 2010), sendo que a cadeia
produtiva de citros preenche aproximadamente 20 mil propriedades agricolas,
agregando em torno de 140 mil familias (60 mil apanhadores e 80 mil empregados e
pequenos plantadores) (GAMA et al.,, 2000), o que mostra também o importante
aspecto social dessa cultura. De acordo com previs&do do Instituto de Economia Agricola
(IEA/Apta/SAA) e da Coordenadoria de Assisténcia Técnica Integral da Secretaria
(CATI), a produgao na safra agricola 2008/09 foi estimada em 352,57 milhdes de caixas
de laranja (http://www.iea.sp.gov). Em termos financeiros, a laranja para a industria
ocupa a terceira posicdo do Estado, com valor da produgdo de R$ 2,5 bilhdes, atras
apenas da cana-de-agucar e da carne bovina. Dentro do contexto do mercado
internacional, em 2008, o estado de S&o Paulo exportou US$1.996 bilhdes em laranja
(suco concentrado, frutas frescas, entre produtos derivados), sendo US$ 1.910 bilhdes
apenas em suco concentrado (http://www.apta.sp.gov.br).

Apesar disso, a citricultura brasileira vem enfrentando prejuizos causados pela

ocorréncia de pragas e doengas, como a clorose variegada dos citros (CVC), tristeza
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dos citros (CTV), leprose dos citros, cancro citrico, morte subita dos citros, mancha
preta dos citros (MPC), verrugose, melanose, rubelose, podriddo floral, mancha de
alternaria, e o greening (FEICHTENBERGER,; SPOSITO, 2004). A MPC vem
provocando perdas desde a producdo até a comercializagado das frutas. Os tipos de
lesdes que ocorrem restringem-se praticamente a casca do fruto afetando sua estética,
mas podem causar graves prejuizos pela queda dos frutos prematuramente, reduzindo
a produtividade das plantas. Em ataques severos, perdas de até 80% ja foram
observadas.

Essa doenca dificulta a comercializacdo entre os Estados da Federagao e impde
restricbes fitossanitarias dos paises importadores de frutas frescas (AGUILAR-
VILDOSO et al., 2002), o que implica em prejuizos econdmicos importantes para o pais.
Frutos com sintomas da doengca sdo muito depreciados no mercado nacional e
restringem as exportagbes de frutas citricas brasileiras, principalmente quando
destinadas ao mercado europeu. A doenga € considerada quarentenaria A1 na Uniao
Européia (UE), por ainda n&o estar presente em seus paises membros. A deteccéo da
doenca em um unico fruto acarreta no impedimento do desembarque da mercadoria.

Em margo de 2010, foi identificada pela primeira vez a doenga em campos da
Flérida (SCHUBERT; SUTTON; JEYAPRAKASH, 2010). Esse relato foi inclusive
investigado pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos e confirmado o que
eles tanto temiam (ADASKAVEG et. al., 2010). Essa doenga ndo havia sido descrita na
América do Norte até entdo, marcando uma grande disseminagao desse patégeno num
contexto geografico. Até essa descoberta, os locais mais proximos em que ja havia sido
identificada a presenga do patdgeno eram em paises como o Brasil e a Argentina,
embora frutos infectados tenham sido interceptados em viagens vindas de Cuba para
Miami (SMITH, 2006).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e os dérgéaos
estaduais de Defesa Agropecuaria estabeleceram um programa de manejo de risco da
doenga para atender as exigéncias dos paises importadores europeus. Entre as
medidas, esta a exigéncia de cadastramento dos produtores, das unidades de produgao
(UP) e das casas de embalagem (FEICHTENBERGER; SPOSITO, 2004).
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As UPs (pomares cadastrados para a exportagdo) devem estar sob
acompanhamento oficial para assegurar que nao apresentam a doenga. Inspe¢des de
campo sao feitas nas UPs durante todo o ciclo de produg¢do. Quando a doenca é
detectada, a UP contaminada é excluida do processo de exportagdo. Caso nao seja
detectada nas inspecdes de campo, frutos sdo amostrados na pré-colheita, em 1% das
plantas (1 fruto/planta), e as amostras sdo encaminhadas a laboratorios oficiais para
realizagao do teste de inducio de sintomas da doenca. O teste visa detectar a presenca
do fungo causador da doenga em frutos que, embora infectados, ainda ndo apresentam
os sintomas, pois o periodo de incubagcdo da mancha preta pode ser muito elevado. Se
o resultado do teste for positivo, a UP correspondente é também excluida do processo
de exportagao (FEICHTENBERGER; SPOSITO, 2004).

As perdas s&o maiores em limoeiros verdadeiros, tangoreiros ‘Murcott’,
mexiriqueira ‘Rio’ e ‘Montenegrina’, algumas tangerineiras e laranjeiras doces,
principalmente as de maturag&o tardia, como ‘Valéncia’, ‘Natal’, e ‘Folha Murcha’. No
entanto, a doencga nunca foi encontrada em lima acida Tahiti.

A mancha preta ja foi relatada no Brasil nos estados do Rio de Janeiro, Rio
Grande do Sul, S&o Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Goias, Espirito Santo,
Santa Catarina, Amazonas e Parana, além de paises como Argentina, Peru, Uruguai,
Africa do Sul, Mogambique, Quénia, Zambia, Zimbabue, Japdo, China, Hong Kong,
Indonésia, Filipinas, Taiwan, Australia, Nova Zelandia, (EPPO, 2006) e muito
recentemente, Estados Unidos (SCHUBERT; SUTTON; JEYAPRAKASH, 2010;
ADASKAVEG et. al., 2010).

Dentro desse contexto, estudos sobre a MPC e seu agente causal, o fungo
Guignardia citricarpa, sdo de extrema importancia na area agricola, representando um
avanco no entendimento desse sistema patogénico e auxiliando no seu controle,
visando a diminuicdo das perdas na Citricultura do pais devido a essa e outras

doencas.
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2.1.2 O género Guignardia (Anamorfo: Phyllosticta)

O género Guignardia pertence ao filo Ascomycota, ao subfilo Pezizomycotina, a
classe Dothideomycetes e a ordem Botryophaeriales
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy e
http://www.indexfungorum.org/Names/Names.asp). O género Guignardia foi descrito em
1892 por Viala e Ravaz e compreende as formas teleomorfas de espécies de
Phyllosticta e de alguns outros géneros relacionados de fungos imperfeitos, geralmente
saproéfitas ou semiparasitas de folhas.

O género Phyllosticta foi descrito por Van Der Aa (1973) para fungos crescendo
em folhas e formando pequenos picnidios com conidios hialinos e unicelulares no tecido
hospedeiro, e possui mais de 2000 espécies que podem ser separadas principalmente
pelo seu hospedeiro ou nas diferencas caracteristicas de sintomas e morfologia,
picnidios, conidios e micélio (VAN DER AA, 1973), embora apenas uma pequena fragéo
de fitopatégenos é realmente hospedeiro-especifica. Apesar disso, experimentos com
espécies de Guignardia e seus anamorfos, mostraram a especificidade para uma
espécie ou espécies de um género de planta hospedeira (BISSET; PALM, 1989;
LEUCHTMANN et al., 1992). Entretanto, ha relatos da presenca de espécies
Phyllosticta semelhantes morfologicamente em plantas ndo aparentadas, crescendo
perto de pomares de citros, onde avaliaram a doengca Mancha Preta dos Citros por G.
citricarpa (KIELY, 1948; SCHUEPP, 1961). A maioria dos trabalhos de isolamento de
fungos desse género os classifica como fitopatogénicos, tendo sido descritos em
abacate e tomate (BAKER, 1938), arroz (SUGHA et al., 1986), citros (McONIE, 1964),
eucalipto (CROUS et al.,, 1993) e cana-de-agucar (PONS, 90). Entretanto, alguns
autores isolaram espécies de Phyllosticta de material aparentemente sadio,
descrevendo-os como enddfitos (CARROLL, 1986; PETRINI, 1991; LEUCHTMANN et
al., 1992, GLIENKE, 1995).



27

2.1.3 A espécie patogénica Guignardia citricarpa

O agente causal da doenga Mancha Preta dos Citros (MPC) € um Ascomiceto,
Loculoascomiceto, da ordem Dothideales e familia Dothideacea
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/Taxonomy e
http://www.indexfungorum.org/Names/Names.asp). Inicialmente, a fase anamoérfica ou
imperfeita do fungo foi considerada como Phoma citricarpa (McALp.) Petrak
(FAWCETT, 1936). Atualmente, essa fase é referida como Phyllosticta citricarpa Van
der Aa. A fase teleomorfica ou sexual corresponde a G. citricarpa Kiely (KIELY, 1948).

A MPC foi descrita na Australia tanto em pomares como em frutos em pos-
colheita, no ano de 1895, causando grandes perdas na producgéo de citros (SUTTON;
WATERSON, 1966). Essa doenga foi responsavel por prejuizos de milhdes de ddlares
em varias regides produtoras de citros no mundo (CALAVAN, 1960) . Sua ocorréncia
também foi relatada em Mocambique, China, Taiwan, Filipinas, Indonésia, Japao,
Argentina, Peru, Uruguai entre outros (SUTTON; WATERSON, 1966), sugerindo a
ocorréncia cosmopolita desse patégeno, que se desenvolve na ocorréncia de condigbes
ambientais favoraveis, principalmente umidade, em regides tropicais (PAUL et al,,
2005). Embora essa doenga ndo danifique a qualidade interna dos frutos (FAGAN;
GOES, 2000), apresentando sintomas restritos ao flavedo (CARDOSO FILHO, 2003),
ela inutiliza os frutos para o comércio in natura, limitando-os apenas para o
processamento da industria de suco citrico concentrado (TIMMER et al., 2000;
AGUILAR-VILDOSO et al., 2002).

As primeiras descricbes desse fungo no Brasil aconteceram no municipio de
Piracicaba, no estado de Sao Paulo, no ano de 1940 em frutas citricas expostas em
uma feira livie (AVERNA-SACCA, 1940). Entretanto, ndo foi mencionada sua
importancia em termos de perdas. A doenga permaneceu esquecida durante varios
anos, possivelmente devido a uma temporaria redugdo do inoculo resultante da
epidemia da tristeza dos citros, que redundou na eliminagado de aproximadamente onze
milhdes de arvores nas décadas dos 30 a 40 (GOES, 1998). A partir da década de 80, a
MPC passou a afetar outras regides, como o estado do Rio de Janeiro (ROBBS et al.,
1980); Vale do Cai, no Rio Grande do Sul (ROBBS; BITTENCOURT, 1995), e no estado
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de Minas Gerais e Espirito Santo (COSTA et al.,, 2003). Atualmente, as perdas
estimadas na producgédo de frutos devido a essa doencga sao de 11%, na regido citricola
do Vale do Cai-RS (PANZENHAGEN et al., 2008).

O patogeno G. citricarpa € especifico de citros (PAUL et al.,, 2005), podendo
atingir folhas e frutos pelos seus esporos assexuais (picnidiésporos), que se
desenvolvem nas lesdes, principalmente em frutos e menos frequentemente nas folhas,
no pedunculo e também em folhas mortas; ou pelos seus esporos sexuais (ascosporos)
que se desenvolvem nas folhas em decomposigao no solo (FEICHTENBERGER, 1996).
Os esporos, quando em contato com a superficie dos tecidos suscetiveis e em
condigbdes ambientais apropriadas, podem germinar dando origem a um apressorio,
seguindo-se de uma hifa infectiva que penetra na cuticula e se transforma em uma
pequena massa de micélio que permanece quiescente ou em estado latente (McONIE,
1964; McONIE, 1967). Os ascocarpos ou peritécios sao produzidos somente em folhas
em decomposicdo no solo. Quando as folhas estdo quase secas, nao quebradicas e
com uma consisténcia igual a de papel, é a fase de decomposicao intermediaria onde
os peritécios se encontram completos e maduros. Ja nas etapas iniciais de
decomposicdo e no final desse processo, em que a folha quebra-se ao tato, encontra-se
apenas estruturas reprodutivas vazias (ALCOBA et al., 2000). Os ascocarpos nao sao
encontrados em lesdes de frutos e folhas, ficam isolados ou agregados, globosos,
imersos, de coloracido castanho-escuro a preta com 95-125 ym de didmetro, ostiolo ndo
papilado, circular, com 10-17,5 um de didmetro e pseudoparafises ausentes. Os ascos
sdo cilindricos clavados (40-64 X 12-15 pm), de parede bitunicada contendo oito
ascosporos unicelulares, hialinos, multigutulados, cilindricos com o centro dilatado
(12,5-16 X 4,5-6,5 um) e apéndices hialinos nas duas extremidades obtusas
(FEICHTENBERGER et al., 1997; BALDASSARI et al., 2001). O desenvolvimento dos
peritécios nas folhas em decomposi¢cdo depende de infecgcbes que tenham ocorrido
durante o periodo de susceptibilidade. A disponibilidade de ascdsporos depende, dentre
outros fatores, do momento da desfolha e do tempo de decomposicao das folhas,
estando diretamente relacionada com a temperatura e as precipitagdes (ALCOBA et al.,
2000). Rodrigues et al. (2007) observaram a formacao destas estruturas nos restos

culturais em decomposigcdo no solo, em experimentos com folhas destacadas de
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laranjeiras de pomares do Estado de Sao Paulo. Mais tarde, constatou-se a resisténcia
de isolados ao fungicida carbendazim, mostrando um indicio de que esta ocorrendo
resisténcia do fungo ao fungicida nos pomares brasileiros, provavelmente gerado pelo
uso intensivo desses agroquimicos e a pressao de selegao por ele exercida.

A fase anamorfica P. citricarpa produz picnidios em lesbées de frutos e folhas e,
ocasionalmente, no pedunculo de frutos. Eles também sdo produzidos em grande
numero em folhas mortas. Os picnidios sdo de coloragdo marrom-escuro ou preta,
solitarios ou agregados, globosos (115-190 um de didmetro), apresentando um ostiolo
levemente papilado e circular, de 12-14,5 ym de didmetro (FEICHTENBERGER et al.,
1997). Os conidios apresentam forma ovodide a eliptica (8-10,5 X 5,5-7 um) ou
subglobosos, sao hialinos, unicelulares, multigutulados, com um apéndice (5-10 um)
hialino numa das extremidades (FEICHTENBERGER et al., 1997; BALDASSARI et al.,
2001). Normalmente os picnidiosporos ficam agregados devido a substancia
mucilaginosa que os recobre. Essa mucilagem serve de prote¢cdo contra o
ressecamento das estruturas do fungo quando expostas a ambientes adversos
(PUNITHALINGAM; WOODHAMS, 1982).

2.1.4 A espécie endofitica Guignardia mangiferae

A espécie endofitica G. mangiferae é classificada como um fungo Ascomiceto,
Loculoascomiceto, da ordem Dothideales e familia Dothideacea
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/Taxonomy e
http://www.indexfungorum.org/Names/Names.asp).

Carroll (1986) utilizou o termo enddfito para organismos que causam
colonizacdo assintomatica em folhas e ramos de plantas sadias, sendo encontrados
frequentemente no interior das plantas. Petrini (1991) propés uma maior abrangéncia
para o termo endofito, a fim de incluir todos os microrganismos que habitam a parte
aérea das plantas, sendo capazes de colonizar, em alguma fase de seu ciclo de vida,
os tecidos internos dos vegetais sem causar dano aparente.

Recentemente uma nova definicdo de endofiticos foi relatada por Azevedo e

Araujo (2007) que os definem como microrganismos que podem ou ndo crescer em
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meios de cultura, ou seja, cultivados ou n&o, e que habitam o interior de tecidos e
orgaos vegetais sem causar prejuizos ao seu hospedeiro e sem produzir estruturas
externas visiveis; e Mendes e Azevedo (2007) acrescentaram a essa definigdo a divisdo
em dois tipos: Tipo | - os que ndo produzem estruturas externas a planta; e Tipo Il - os
que produzem estruturas externas a planta.

Com relacdo a doenca, inicialmente, acreditava-se que uma das principais
caracteristicas do patégeno seria o fato de tanto folhas como frutos poderem estar
contaminados sem apresentarem os sintomas tipicos da doencga, pois, isolados
morfologicamente similares a G. citricarpa representam um grupo dominante de fungos
encontrados em tecidos saudaveis de diferentes espécies de tangerina (GLIENKE,
1995), sendo isolados endofiticamente, como um patégeno facultativo, em plantas de
citros (ARAUJO et al., 2001). Assim, consider-se uma espécie avirulenta, hipovirulenta
ou virulenta em fase latente (GLIENKE-BLANCO et al., 2002). Porém, Baayen et al.
(2002) por meio de estudos moleculares e cultivo in vitro mostraram que o isolado
classificado como avirulento é na verdade outra espécie conhecida como Guignardia
mangiferae (Phylosticta capitalensis), geralmente encontrada endofiticamente em
arvores. Os mesmos resultados também foram encontrados por Rodrigues (2006) e
Rodrigues et al. (2004), que isolaram e caracterizaram Guignardia mangiferae (syn. G.
endophyllicola) de laranjas.

Diversos testes para identificagcdo do agente causador da doenga (Guignardia
citricarpa) tém sido elaborados nos ultimos anos a fim de discriminar as espécies
patogénica e endofitica (G. mangiferae), em especial devido a regulamentagéo
fitossanitaria da Unido Européia que restringe a importacéo de citros, com o objetivo de
prevenir a introducao de patégenos (BONANTS et al., 2003). Com isso passou a existir
um interesse muito grande no desenvolvimento de métodos rapidos de detecgédo do
fungo nos frutos importados.

Dessa forma, Bonants et al. (2003) desenvolveram primers especificos baseado
na regidao ITS do DNA ribossomal para distinguirem isolados de G. citricarpa e G.
mangiferae, com grande utilidade na inspegdo de produtos de importagdo na Unido

Européia, mas com pouco sucesso na amplificacdo de isolados endofiticos. Com o
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mesmo intuito, Meyer et al. (2006) desenvolveram primers espécie-especificos
baseados na regido ITS para detectar e distinguir essas espécies de Guignardia.

Outros trabalhos comparando os varios primers de deteccio tém sido realizados
para avaliar a precisao destes e obtiveram resultados eficientes (PERES et al., 2007).
Alguns visam, ainda, o desenvolvimento de outros primers mais rapidos, baratos e
sensiveis como o TagMan PCR, combinando métodos de PCRq para diagnose (van
GENT-PELZER et al., 2007).

A partir da descricdo da espécie endofitica, houve uma reclasssificacdo de
diversos isolados do fungo, em especial na Nova Zelandia, onde isolados que eram
considerados G. citricarpa foram identificados como G. magiferae por meio de analise
de sequéncia ITS (EVERETT; REES-GEORGE, 2006), mostrando a importancia de
estudos que diferenciem essas espécies, principalmente os mecanismos de

colonizacio e estabelecimento na planta hospedeira.

2.1.5 Fungos associados as plantas

Grande esfor¢co tem sido realizado ultimamente na busca pela estimativa do
numero de espécies de fungos existentes no planeta. Acredita-se que existam entre 1,5
(HAWKSWORTH, 2004), e 8,25 milhdes de espécies fungicas (FROHLICH; HYDE,
1999). Cerca de 100.000 delas ja foram descritas (HAWKSWORTH, 2004), o que
representa menos de 7% da diversidade total estimada, considerando a estimativa de
1,5 milhdes de espécies, e menos de 1,2%, considerando a estimativa de 8,25 milhdes
de espécies. Grande parte dessas espécies fungicas vive associada as plantas, seja na
superficie, no interior dos tecidos ou na rizosfera, estabelecendo interacées que podem
variar do mutualismo ao parasitismo. Alias, acredita-se que todas as espécies de
plantas que vivem em ecossistemas naturais estabelecem algum tipo de associagao
simbidtica com fungos (RODRIGUEZ et al., 2009).

Dentre essas relagdes, apenas cerca de 10% de todas as espécies conhecidas
de fungos podem causar doengas em plantas, sendo alguns desses fungos
considerados como parasitas obrigatérios, estando associados ao hospedeiro durante
todo seu ciclo de vida (KAHMANN; BASSE, 2001). Os fungos saprofiticos podem
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proliferar tanto em tecido vivo como em restos de material vegetal morto, ja os parasitas
nao obrigatérios dependem da planta somente em alguns estagios de seu ciclo de vida.
Essas diferencas no estilo de vida requerem adaptacdes especificas ao hospedeiro.
Considerando que fungos saprofiticos necessitam apenas dominar o sistema de defesa
do hospedeiro, e podem fazer isso pela morte de células por meio da producdo de
toxinas especificas e/ou por secrecdo de enzimas liticas, a interacdo entre fungos
biotréficos e plantas tem, necessariamente, um ajuste fino por meio de sinais das duas
partes (KAHMANN; BASSE, 2001). Fungos patogénicos biotroficos obrigatérios, como
ferrugens e mildios, vivem em intimo contato com seu hospedeiro sem induzir morte de
células e respostas de defesa, enquanto que patdégenos necrotroficos podem causar
necroses em penetracdo avangada. Patdgenos biotroficos facultativos podem ser
cultivados em condi¢gdes axénicas mas, alguns como Ustilago maydis, necessitam
intimo contato com a planta hospedeira para concluir seu ciclo de vida sexual
(KAHMANN; BASSE, 2001). Fungos hemibiotréficos como Phytophthora infestans,
Cladosporium fulvum, Magnaporthe grisea e Colletotrichum spp. podem completar seu
ciclo de vida fora da planta, mas desenvolvem estruturas especializadas durante a
infeccdo que n&o sdo observadas durante crescimento axénico (KAHMANN; BASSE,
2001).

O ciclo de vida dos fungos associados as plantas inicia com a germinagao do
esporo seguida do crescimento da hifa na folha ou superficie de raiz. A penetragdo de
fungos endofiticos na planta pode ocorrer por aberturas naturais do hospedeiro como
estbmatos (WAGNER; LEWIS, 2000), e também tem sido observado que fungos
endofiticos como Piriformospora indica podem produzir apressorios que favorecem a
penetracdo nos tecidos da planta hospedeira (VARMA et al., 1999). Entretanto, outros
fungos como Beauveria bassiana parecem nao precisar de apressorios para penetrar
na planta hospedeira, pois, foi observado que esporos de B. bassiana germinam sobre
a planta de milho e crescem de forma aleatdria nessa superficie, onde posteriormente
podem penetrar via estdmatos ou por entre as células da epiderme através da cuticula.
Na penetracao, deve estar envolvida a ocorréncia de agao enzimatica a partir das hifas
de B. bassiana sobre a cuticula dos tecidos do hospedeiro, permitindo assim a sua
penetracdo (WAGNER; LEWIS, 2000).
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Fungos patogénicos podem colonizar a planta hospedeira por meio do
desenvolvimento de haustorios, os quais penetram na célula vegetal e absorvem os
nutrientes da planta. Além disso, a presenga dessas estruturas pode direcionar o
metabolismo da planta na direcdo dos requerimentos nutricionais do patégeno
(AGRIOS, 1997). Durante o desenvolvimento da patogenicidade na interagdo entre
fungos e plantas s&o expressos varios genes envolvidos na formagao de estruturas de
infeccdo e sintese de enzimas para degradacdo da parede vegetal do hospedeiro.
Esses genes podem se expressar durante as fases de contato inicial com o hospedeiro,
em resposta a defesa da planta, ou na fase de necrose (KAHMANN; BASSE, 2001).
Colletotrichum gloeosporioides em contato com a superficie do hospedeiro expressa os
genes cap20 e cap22, os quais atuam na formagéo do apressorio (KOLATTUKUDY et
al., 1995), Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici em estagios avangados de infecgao
expressa o0 gene pl1 (pectate lyase) (HUERTAS-GONZALEZ et al., 1999) que pode
atuar na degradagao da parede do hospedeiro, facilitando a sua penetragéo.

No entanto, as diferentes etapas envolvidas na diferenciagdo de patégenos no
ambiente da planta sdo pouco conhecidas, em particular, ainda sao desconhecidos os
compostos vegetais que disparam a proliferagdo e desenvolvimento de fungos,
mostrando serem necessarios, ainda, muitos estudos para se avaliar a interagao fungo-

planta, bem como os fatores que podem ativar a patogenicidade do fungo.

2.1.6 Identificagao de genes relacionados a patogenicidade

A presenga de determinados genes de um fungo confere patogenicidade,
controlando uma sequéncia complexa de eventos que ocorrem durante a infeccéao,
incluindo aqueles requeridos para a formagao de apressorio, que promove penetracao
direta por meio da cuticula da planta hospedeira. A penetragdo do patogeno pela
parede pode ser decorrente apenas de agao mecanica, ou também da participagao de
enzimas que degradam a parede celular da planta hospedeira (IDNURM; HOWLETT,
2001; KAHMANN; BASSE, 2001; ARO et al., 2005).

As inumeras modificagdes morfoldgicas e fisioldgicas sofridas por ambos, fungo

e planta, durante o desenvolvimento da interacdo, devem ser resultantes de um



34

complexo e refinado mecanismo de regulacdo génica. Considerando-se que dentre os
aproximadamente 100.000 genes presentes nos organismos superiores, cerca de
apenas 15% sé&o realmente expressos em uma unica célula (LIANG; PARDEE, 1992), é
bastante provavel que os produtos de genes vegetais ou fungicos modulados durante a
interagdo (induzidos ou suprimidos), tenham papel essencial na sua regulagdo. Nesse
sentido, dados da literatura tém mostrado a existéncia de genes especificos para cada
tipo de interacdo e também a presenca de genes conservados entre interacdes
patogénicas e simbioticas (GUIMIL et al., 2005; SCHULZ; BOYLE, 2005).

Nos fungos biotréficos, ocorre a formagdo de uma estrutura especializada,
denominada haustorio. Durante a infeccdo o patégeno penetra a parede celular e
invagina a membrana plasmatica da célula hospedeira onde desenvolve o haustoério
(CATANZARITI et al., 2007). Consequentemente, por meio dos genes Avr, ocorre a
liberacdo de proteinas pelo patégeno, que funcionam como efetores no reconhecimento
pelo sistema de defesa da planta (CATANZARITI et al., 2007). As proteinas Avr
representam efetores com importante papel durante a infeccdo. Os genes de aviruléncia
sdo outra categoria que vem sendo bastante estudada na interacdo planta-fungo
(IDNURM; HOWLETT, 2001).

Dessa forma, a patogenicidade de um fungo é controlada por diversos genes,
sendo que alguns deles podem exercer uma fungéo principal, sem o qual o fungo é
incapaz de reconhecer, penetrar ou colonizar o hospedeiro. A auséncia ou presenca do
gene funcional pode resultar em isolados n&o patogénicos ou avirulentos.

A identificagdo dos genes relacionados a interagdo fungo-planta tem sido mais
facilmente detectados por meio das novas técnicas existentes, como: sequéncias
expressas (ESTs), analise serial da expressao génica (SAGE) e técnicas baseada em
arrays (macroarranjos e microarranjos), transformacdo genética (MULLINS; KANG,
2001), entre outras (KAHMANN; BASE, 2001; LEVESQUE, 2001; XU et al., 2006).
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2.1.7 A enzima endopoligalacturonase

A parede celular de plantas é constituida principalmente de biopolimeros de
celulose, hemicelulose, lignina e pectina (ARO et al., 2005). Para os fitopatégenos, a
parede celular das plantas é a maior barreira de infeccdo, ja que é composta desse
conjunto de polissacarideos e proteinas (WALTON, 1994). Enzimas extracelulares de
degradagdo da parede celular da planta hospedeira sdo produzidas por fungos,
bactérias e nematdides, as quais podem ser pectinases, cutinases, celulases, xilanases,
proteases, entre outras, mostrando que a parede celular de plantas constitui o fator
chave para interagao fungo-planta.

Endopoligalacturonase é uma enzima que hidrolisa ligagcdes galacturosidicas de
substancias pécticas. A acdo de enzimas pécticas, em particular a
endopoligacturonase, parece ser um pré-requisito para a degradagao da parede celular
(KARR; ALBERSHEIM, 1970; FERREIRA et al., 2006). As poligalacturonases tém papel
chave na patogenicidade do fungo por meio da despolimerizagdo da homogalacturona,
o principal componente da parede celular e para a subsequente degradagéo por outras
enzimas.

As enzimas do complexo pectinolitico tém por substrato natural
heteropolissacarideos ramificados de alto peso molecular, as substancias pécticas, que
constituem a lamela média e a parede primaria de plantas superiores (WHITAKER,
1984). Essas enzimas sao produzidas por plantas, sendo encontradas tanto na seiva
quanto nos frutos, e por microrganismos como bactérias, protozoarios, leveduras e
fungos filamentosos, e sdo classificadas, segundo seu modo de ag&o, como enzimas
desesterificantes e despolimerizantes (FOGART; KELLY, 1983). Enzimas do tipo
despolimerizantes catalisam a quebra das ligagdes [3(1,4) da cadeia principal do
polissacarideo péctico, quebrando as ligagdes glicosidicas por hidrdlise (hidrolases) ou
por B-eliminacdo (liases). As hidrolases que rompem as ligagdes glicosidicas 13(1,4)
entre os acidos galacturdnicos, por adicdo de uma molécula de agua, gerando pectatos,
sdo denominadas poligalacturonases (REXOVA-BENKOVA-MARKOVIS, 1976). Ja a

pectina liase atua sobre pectinas com elevado grau de esterificagdo, pelo mecanismo
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de trans-eliminagéo, sendo capaz de romper as ligacbes sem a agao anterior de outras
enzimas.

A producédo dessas enzimas pelos fungos é regulada principalmente ao nivel
transcricional (ARO et al., 2005). Os genes sao induzidos na presenga do polimero ou
molécula derivada desses polimeros e reprimidos sob condi¢cdes de crescimento, onde
a produgdo dessas enzimas n&o € mais necessaria (ARO et al., 2005).

Varios estudos com esses genes vém sendo realizados. A regulagdo de um
gene da pectina liase foi avaliada em Penicillium occitanis, sendo que as sequéncias de
nucleotideos e amino acidos mostraram similaridade com genes de pectina liases de
outros fungos. Garcia-Maceira et al. (2001) estudaram o patossistema tomate e
Fusarium oxysporum para confirmagao da participagdo da endopoligalacturonase (gene
pgd) na penetragdo e colonizagdo da planta hospedeira. A enzima
endopoligalacturonase pode ser representada por uma unica copia no genoma do

fungo, ou estar presente em uma familia de multigenes, formando clusters.

2.1.8 Transformagao genética de fungos via Agrobacterium tumefaciens (ATMT)
como ferramenta para estudos de interagao com a planta

Os sistemas de transformagédo genética tém sido empregados com diversos
objetivos, mas principalmente para estudos da interacdo fungo-planta e interrupgéo
génica para estudo de diferentes genes, principalmente relacionados a patogenicidade
(MULLINS; KANG, 2001).

Agrobacterium tumefaciens € uma bactéria do solo, aerébica, gram-negativa, nao
formadora de esporos, capaz de induzir a formacdo de tumores em plantas
(BRASILEIRO, 1998; BRASILEIRO; LACORTE, 1998; STAFFORD, 2000). A
metodologia de transformacdo genética mediada por Agrobacterium tem sido utilizada
com grande sucesso para transformacao de células vegetais (TZFIRA; CITOVSKY,
2006), passando também a ser empregada de forma eficiente como mediadora da
transformacao primeiramente de leveduras (BUNDOCK et al., 1995), e posteriormente
adaptada para fungos filamentosos (De GROOT et al.,, 1998) e até células humanas
(KUNIK et al., 2001). Ao infectar as plantas, Agrobacterium tém a capacidade de causar

uma doenga denominada galha-da-coroa, caracterizada pela proliferagdo descontrolada
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das células proximas a regiao do colo da planta, resultando na formagdo de um tumor
(SAVKA et al., 1996; AGRIOS, 1997). Nessas bactérias, a presenga de um plasmideo
de alto peso molecular (200Kb), denominado plasmideo Ti (“tumor inducing”), esta
associada a essa capacidade da infeccdo. O plasmideo Ti contém varios genes
responsivos pela transferéncia do T-DNA (DNA de transferéncia). Os responsaveis por
essa transferéncia estdo localizados em uma regido do plasmideo Ti que é denominada
“regido vir‘. A regiao vir tem cerca de 30kb e contém pelo menos 10 genes (vir A — vir
J), cujos produtos sao vitais para o processamento e transferéncia do T-DNA a planta
(WElI et al., 2000), fortemente induzida pelo composto denominado acetoseringona (AS)
(KADO, 1991).

O T-DNA é uma regiao que contém oncogenes e € flanqueada por duas
sequéncias curtas, de aproximadamente 25 pares de bases, denominadas de borda
esquerda (LB) e borda direita (RB). O processo de transferéncia envolve uma série de
etapas tais como quimiotaxia, adesado, indugcdo da expressdo dos genes Vvir,
processamento do T-DNA, transferéncia do T-DNA, direcionamento do T-DNA ao
nucleo e integragdo no genoma da célula hospedeira (TZFIRA et al., 2004; CITOVSKY
et al., 2007).

Para a transformagdo genética in vitro via Agrobacterium tumefaciens, o
plasmideo Ti das linhagens de Agrobacterium néo apresenta a regiao T-DNA nem as
bordas LB e RB, e assim a bactéria perde a capacidade de transferir material genético
para a célula hospedeira. Dessa forma, o plasmideo Ti passa a ser denominado de
plasmideo desarmado ou helper, pois apesar de nao ter a regido T-DNA, contém os
genes vir responsaveis pela maquinaria de transferéncia. Ja a regido do T-DNA é
modificada pela remog¢ao dos oncogenes substituidos por genes de interesse e inserida
em um segundo vetor, denominado vetor binario, que sédo vetores derivados de
plasmideos capazes de se replicar tanto em Escherichia coli quanto em Agrobacterium,
e se mantém de forma independente do plasmideo Ti. Esse vetor binario € reintroduzido
em uma linhagem de A. tumefaciens contendo o plasmideo desarmado que readquire a
capacidade de transformar células hospedeiras (LACORTE; ROMANO, 1998).

Uma das vantagens de se utilizar o método baseado em Agrobacterium para

transformar fungos filamentosos esta relacionada a eficiéncia de transformac&o. Alguns
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trabalhos compararam a eficiéncia de transformacgao obtida por esse método com
aquela obtida por protoplasto PEG e/ou Biobalistica, e demonstraram que o sistema
Agrobacterium permite a obtencdo de um maior numero de transformantes (AMEY et
al., 2002; CAMPOY et al., 2003; FITZGERALD et al., 2003; RODRIGUEZ-TOVAR et al.,
2005). Aléem disso, podemos citar a facilidade quanto ao material do inéculo inicial do
fungo a ser utilizado no processo, apresentando varias opgdes como micélio, esporos,
corpo de frutificagdo; bem como a geragcdo de um banco de transformantes
mitoticamente estaveis podendo ser utilizados para inumeras pesquisas futuras, desde
sua caracterizagéo até seu potencial biotecnoldgico.

A metodologia de agrotransformacgao, por apresentar inumeras vantagens, vem
sendo utilizada cada vez mais para fungos filamentosos. E crescente o nimero de
trabalhos que utilizam essa metodologia, sendo que hoje mais de uma centena de
fungos ja foi transformada por essa ferramenta biotecnoldgica, incluindo fungos dos filos
Ascomicota, Basidiomicota, Zigomicota, Glomeromicota e também Oomicetos
(MICHIELSE et al., 2005; LACROIX et al., 2006; FAVARO, 2009) (Tabela 1).

A integracdo do DNA exdgeno em fungos filamentosos pode ocorrer tanto por
recombinagdo homdloga como por recombinagao heteréloga, sendo que esta tem sido
bastante utilizada para a obtengcdo de mutagénese aleatéria em substituicdo aos
meétodos para obtengdo de mutantes via mutagénese quimica e radioativa (KHANG et
al.,, 2005). A vantagem da mutagénese insercional via T-DNA sobre os métodos
classicos de indugdo de mutacdo, € que as sequéncias que flanqueiam o sitio de
insercao podem ser identificadas facilmente. A identificacdo dessas regides permite
associar a fungdo de um gene a um dado fenotipo mutante. Dentro desse contexto, ou
seja, de mutagénese insercional com vistas a obtengdo de mutantes aleatdrios e
subsequente identificacdo do gene mutado, € extremamente relevante o numero de
copias do DNA exogeno integrado ao genoma do fungo transformado por
Agrobacterium. A obtencao de transformantes com inser¢des unicas é desejavel, pois
s6 assim pode-se assegurar que o fendtipo mutante esta associado ao gene
interrompido. A maioria dos trabalhos que fizeram uso do sistema Agrobacterium para a
transformacao de fungos demonstra que o T-DNA se insere em sitios aleatérios, e que
ha uma predominancia de insergdes unicas no genoma do hospedeiro (de GROOT et
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al., 1998; COVERT et al., 2001, MORIOKA et al., 2006). Essas caracteristicas tornam o
método de agrotransformacdo bastante atraente quando se deseja obter fendtipos
mutantes e identificar os genes a estes relacionados via mutagénese insercional
aleatdria (RHO et al., 2001; COMBIER et al., 2003; ROGERS et al., 2004; LECLERQUE
et al.,, 2004; WALTON et al., 2005; WHITE; CHEN, 2007; ZHONG et al.,, 2007;
TALHINHAS et al., 2008). Outra utilidade atrativa € quando se deseja realizar estudos
para mutagénese direcionada ou em experimentos de nocaute génico (GOUKA et al.,
1999; ZWIERS et al., 2001; ZHANG et al., 2003; ZEILINGER, 2004; SUGUI et al., 2005;
KHANG et al., 2005; GONG et al., 2007; GODIO; MOON et al., 2008; MARTIN, 2009).

Varios métodos tém sido descritos para identificar as sequéncias de DNA que
flanqueiam as bordas direita e esquerda do T-DNA inserido no genoma fungico
(BALZERGUE et al.,, 2001; COTTAGE et al., 2001). Dentre essas metodologias, a
técnica de TAIL-PCR (Thermal Asymmetric Interlaced), descrita primeiramente por Liu
et al. (1995), vem sendo bastante utilizada na tentativa de identificar genes em
organismos eucariéticos. Ela permite rapido e eficiente reconhecimento das seqiéncias
que flanqueiam o T-DNA no genoma transformado (van ATTIKUM et al. 2001; MULLINS
et al., 2001; RHO et al., 2001; COMBIER et al., 2003; ROLLAND et al., 2003; FAVARO,
2009). Essa técnica baseia-se em reacbes de PCR consecutivas usando primers de
sequéncias especificas e primers de sequéncias degeneradas. A especificidade do
produto resultante apds trés rounds de amplificacdo € alta, o que permite seu
sequenciamento e identificacao.

Muitos trabalhos utilizam essa ferramenta para o estudo e descoberta de genes
envolvidos no processo de patogenicidade em plantas ou animais e também para
alguns fungos endofiticos como P. fortinii (GORFER et al., 2007), A. implicatum
(ABELLO; KELEMU; GARCIA, 2008), e Epicoccum nigrum (FAVARO, 2009), visando
estudos para o melhor entendimento dessa interagao benéfica.

Dessa forma, por essa metodologia apresentar muita eficiéncia e adaptabilidade,
além de ndo requerer equipamentos caros, sua utilizagdo como ferramenta de estudos
para a transformacdo genética de fungos patogénicos torna-se altamente atrativa.
Mesmo que uma espécie fungica ainda ndo possua uma metodologia como essa

descrita, a consisténcia e articularidade da técnica permitem que o protocolo seja
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especificado para essa espécie em particular, abrindo caminho para novos estudos e
permitindo sua otimizagdo. Assim, auxilia nos estudos de interacdo entre fungos e a
planta hospedeira por meio da transferéncia de genes reporteres, o que permite um
monitoramento do desenvolvimento dessa interagao durante os estagios de colonizagao
do tecido hospedeiro, revelando detalhes dessa relagao entre esses organismos. Pode,
ainda, contribuir nos estudos de mutagénese insercional e caracterizacdo de
transformantes, auxiliando na descoberta de novos genes envolvidos na patogenicidade
e com isso fornecer informacdes necessarias para um controle mais eficiente de

doencas, melhor compreendendo um patossistema.
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Tabela 1 - Espécies de fungos e de oomicetos transformadas por A. tumefaciens®®,
incluindo algumas caracteristicas de cada espécie e marcador de selegao

utilizado
(continua)
Marcador de
Espécie @ Caracteristicas da selegéo; Referéncia
P espécie sistema
reporter
Basidomicetos
Groot et al. (1998); Chen et al.
Agatricus bisporus Cogumelo comestivel hph, gfp (2000); Mikosch et al. (2001); Burns
et al. (2006); Eastwood et al. (2008)
Antrodia cinnamomea  Cogumelo medicinal X Chen et al. (2009)
Cryptococcus gattii Patégeno humano NAT McClelland et al. (2005)
. Walton et al. (2005); McClelland et
C. neoformans Patégeno humano NAT al. (2005); Yeh et al. (2009)
Hebeloma Ectomicorriza hph, Hc Sdh, Combier et al. (2003); Muller et al.
cylindrosporum afp (2006); Ngari et al. (2009)
Hypholoma Produtor de . .
sublateritium antitumoral hph, gfp Godio e Martin (2009)
L S Kemppainen et al. (2005);
Laccatria bicolor Ectomicorriza hph Kemppainen et al. (2009)
Laccaria laccata Ectomicorriza hph Coelho et al. (2008)
Mon///qphthora Fitopatogeno hph Grassi, Rincones e Pereira (2007)
perniciosa
Omphalotus olearius X hph Michielse et al. (2005)
Paxillus involutus Ectomicorriza Sh BLE Pardo et al. (2002)
Phaffia rhodozyma X hph Michielse et al. (2005)
Phanerochaete Ligninolitico; degrada hoh. of Li e Zhang (2005); Sharma et al.
chrysosporium poluentes ph. glp (2006)
Pisolithus microcarpus Ectomicorriza Sh BLE Pardo et al. (2005)
P. tinctorius Ectomicorriza hph, gfp Rodriguez-Tovar et al. (2005)
P seudqzy ma Potencial farmacéutico  hph, gfp Marchand et al. (2007)
antarctica
. , S hph, Sh BLE, Hanif et al. (2002); Pardo et al.
Suillus bovinus Ectomicorriza gfo (2002)
S. grevillei Ectomicorriza hph, DsRed Murata et al. (2006)
Tricholoma matsutake  Ectomicorriza hph Murata et al. (2006)
Volvariella volvacea Cogumelo comestivel afp Wang et al. (2008)
Ascomicetos
,_é\cre_mon/um Endofitico hph, gfp Abello, Kelemu e Garcia (2008)
implicatum
. . . Mogensen et al. (2006); White e
Ascochyta rabiei Fitopatégeno hph Chen (2006: 2007)
Aspergillus awamori Importancia industrial hph, BLE, Aa Groot et al. (1998), Gouka et al
perg P pyrG, (1999)
A. carbonarius Micotoxigénico hph I(‘;gggg" et al. (2006); Morioka et al.
A. fumigatus Patégeno humano hph Sugui et al. (2005)
A. giganteus Antimicrobianos hph Meyer et al. (2003)
A. niger Importancia industrial hph Groot et al. (1998)
A. westerdijkiae Micotoxigénico hph Mata et al. (2007)
Beauveria bassiana Entomopatégeno hph, bar Reis et al. (2004); Leclerque et al.

(2004); Xu et al. (2009)
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Tabela 1 - Espécies de fungos e de oomicetos transformadas por A. tumefaciens®®,
incluindo algumas caracteristicas de cada espécie e marcador de selegao

utilizado
continuagao
Marcador de
. (a) Caracteristicas da selegéo; .
Espécie espécie sistema Referéncia
reporter®
Botrytis cinerea Fitopatogeno hph, gfp Zcz)lgasr;d et al. (2003); Shen et al
Cadophora finlandia Endofitico hph, gfp Gorfer et al. (2007)
Calonectria morganii Fitopatdégeno hph Malonek e Meinhardt (2001)
Candida ssp. Patdégeno humano X Oliveira et al. (2007)
Candida albicans Patégeno humano hph Michielse et al. (2005)
Candida glabrata Patégeno humano hph Michielse et al. (2005)
Candida Importancia industrial ~ BLE Zhiming et al. (2008)
glycerinogenes
Candida tropicalis Patégeno humano hph Michielse et al. (2005)
Cephalosporium Importancia industrial ~ Sh BLE Wei, Zhu e Zhu (2005)
acremonium
Ceratocystis resinifera  Fitopatdgeno hph Loppnau, Tanguay, Breuil (2004)
Chaetomium . . .
globosurm X hph Xing-Xi e Qiang (2005)
Claviceps purpurea Fitopatogeno BLE Michielse et al. (2005)
Clonostachvs rosea Agente de controle hoh Mamarabadi, Jensen e Lubeck
y bioldgico P (2008)
Coccidioides immitis Patégeno humano hph Abuodeh et al. (2000)
C. posadasii Patégeno humano hph, gfp Kellner et al. (2005); Li et al. (2007)
Colletotrichum . . Talhinhas et al. (2008);
acutatum Fitopatogeno hiph, gf Maruthachalam et al. (2008)
C. destructivum Fitopatégeno hph, gfp O’Connell et al. (2004)
C. falcatum Fitopatogeno hph, gfp Maruthachalam et al. (2008)
C. gloeosporioides Fitopatogeno hph Groot et al. (1998)
C. graminicola Fitopatdégeno hph, gfp Flowers e Vaillancourt (2005)
C. higginsianum Fitopatdégeno hph Huser et al. (2009)
C. lagenarium Fitopatégeno hph Tsuiji et al. (2003)
C. trifolii Fitopatégeno hph Takahara et al. (2004)
. . . Agente de controle Rogers et al. (2004); Li et al. (2005);
Coniothyrium minitans biolégico hph Gong et al. (2007)
Cryphonectria . . .
parasitica Fitopatégeno hph Park e Kim (2004)
Epicoccum nigrum Eir(;?gé:ggo; controle  hn gt Favaro e Aradjo (2007)
Fusarium circinatum Fitopatdégeno hph Covert et al. (2001)
F. culmorum Fitopatégeno hph Michielse et al. (2005a)
F. equiseti Endofitico afp Macia-Vicente et al. (2009)
F. araminearum X Frandsen et al. (2006); Lysge et al.
-9 (2006)
. ] ) Khang et al. (2005); van der Does
F. oxysporum Fitopatogeno; - controle hph, BLE, gfp et al. (2008); Mullins et al. (2001);

biolégico

Pantelides et al. (2009)
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Tabela 1 - Espécies de fungos e de oomicetos transformadas por A. tumefaciens®®,
incluindo algumas caracteristicas de cada espécie e marcador de selegao

utilizado
continuagao
Marcador de
Espécie @ Caracteristicas da selegao; Referéncia
P espécie sistema
reporter®
F. solani X bar Liu e Bao (2009)
F. venenatum Importancia industrial hph Groot et al. (1998)
Glarea lozoyensis Importancia industrial hph Zhang et al. (2003)
. , Agente de controle
Gliocladium roseum biologico hph Utermark e Karlovsky (2007)
Helminthosporium . . .
turcicum Fitopatdégeno hph, gfp Degefu e Hanif (2003)
Heterobasidion : . .
annosum Fitopatégeno hph, gfp Samils et al. (2006)
Histoplasma . Sullivan et al. (2002); Marion et al.
capsulatum Patogeno humano hph, He urad—— o606): Hilty et al. (2008)
Kluyveromyces lactis Importancia industrial Sc ura3 aB|ur(]§8§Z) et al. (1999); Kooistra et
Gardiner e Howlett (2004); Gardiner
. et al. (2005); Eckert et al. (2005);
;if’;g;‘;’;aer 'a Fitopatégeno hfh’ DsRed,  Ejiott ¢ Howlett (2006); Blaise et al.
gip (2007); Remy et al. (2008); Fox et
al. (2008)
L. biglobosa Fitopatdégeno g'g' » DsRed, Eckert et al. (2005)
Rho et al. (2001); Khang et al.
. : . (2005); Tucker et al. (2007); Li et al.
Magnaporthe grisea Fitopatogeno hph, nptll (2007): Hof et al. (2007); Gupta et
al. (2007; 2008)
Meng et al. (2007); Jeon et al.
M. oryzae Fitopatégeno hph (2007); Betts et al. (2007); Chi et al.
(2009)
bar benA3 Fang et al. (2006); Staats et al.
Metarhizium anisopliae  Entomopatégeno ’ ’ (2007); Moon et al. (2008); Fang et
gfp
al. (2009)
M.  anisopliae  var. .
acridum Entomopatdgeno bml Duarte et al. (2007)
Monascus purpureus Importancia industrial hph, gfp Campoy et al. (2003)
M. ruber Importancia industrial hph, gfp Yang e Lee (2008)
Monilinia fructicola Fitopatogeno hph , nptll I(D;)'Og)t al. (2003); Lee e Bostock
Myco§phaere//a Fitopatégeno hph Zwiers e De Waard (2001)
graminicola
M. fijiensis Fitopatdégeno hph Michielse et al. (2005)
Neurospora crassa Organismo modelo hph Groot et al. (1998)
Oidiodendron maius Endomicorriza ericéide  hph, gfp Martino et al. (2007)
Ophiostoma floccosum X X Tanguay et al. (2006)
O. piceae Fitopatégeno hph Tanguay, Tangen, Breuil (2007)
O. piliferum Fitopatégeno hph Hoffman e Breuil (2004)
O. acuformis Fitopatégeno hph,DsRed,gfp  Eckert et al. (2005)
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Tabela 1 - Espécies de fungos e de oomicetos transformadas por A. tumefaciens®®,
incluindo algumas caracteristicas de cada espécie e marcador de sele¢cao

utilizado
continuagao
Marcador de
L (@) Caracteristicas da selegéo; P
Espécie espécie sistema Referéncia
reporter®
Oculimacula yallundae  Fitopatégeno Ig;go h,  DsRed, Eckert et al. (2005)
;‘?aec:lomy ces Entomopatégeno hph Lima et al. (2006)
UMosoroseus
Paracoccidioides . Leal et al. (2004); Almeida et al.
brasiliensis Patégeno humano hph, gfp (2007)
Penicillium Importancia industrial BLE Sun, Kong e Xu (2002)
chrysogenum
P. digitatum Fitopatégeno hph Wang e Li (2008)
P. marneffei Patégeno humano X Zhang et al. (2008)
Phialocephala fortinii Endofitico hph, gfp Gorfer et al. (2007)
Pochonia Endofitico gfp Macia-Vicente et al. (2009)
chlamydosporia '
Rosellinia necatrix Fitopatégeno hph Aimi et al. (2005)
Saccharomyces . trp1, Sc ura3, Bundock et al. (1995); Piers et al.
cerevisiae Organismo modelo aphl (1996); Rao et al. (2008)
Sclerotinia sclerotiorum  Fitopatdgeno hph Weld, Eady e Ridgway (2006)
Trichoderma Agente de controle . onp E  Cardoza et al. (2006)
asperellum biolégico
. Agente de controle Zeilinger (2004); Cardoza et al.
T. atroviride biolégico hph, Sh BLE (2006)
Agente de controle
T. hamatum biologico hph Carpenter et al. (2008)
Agente de  controle Gao et al. (2004); Gao et al. (2005);
T. harzianum bi?)lé ico hph, Sh BLE Cardoza et al. (2006);Yang et al.
9 (2007); Huang et al. (2008)
T. longibrachiatum ’a%?géf’co de controle \h ShBLE  Cardoza et al. (2006)
; A . Groot et al. (1998); Zhong et al.
T. reesei Importancia industrial hph (2007); Zhong et al. (2009)
Trichophyton )
mentagrophytes Patégeno humano hph Yamada et al. (2008)
Tuber borchii Ectomicorriza hph, gfp Grimaldi et al. (2005)
. . . . Fitzgerald et al. (2003); Fitzgerald
Venturia inaequalis Fitopatégeno hph, NAT et al. (2004)
- ) . . Rauyaree et al. (2005); Klimes et al.
Verticillium dahliae Fitopatégeno hph, DsRed (2006): Pantelides et al. (2009)
V. fungicola Fitopatégeno hph, gfp ggg%/) et al. (2002); Amey et al.
Zigomicetos
Backusella A . oo
lamprospora Importancia industrial hph, gfp Nyilasi et al. (2008)
Blakeslea trispora Importancia industrial hph Michielse et al. (2005)
Mucor circinelloides Importancia industrial hph Nyilasi (2004); Nyilasi et al. (2005)
Mucor miehei Importancia industrial aphl Monfort et al. (2003)
Rhizopus oryzae Importancia industrial Rn pyr4 Michielse et al. (2004)
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Tabela 1 - Espécies de fungos e de oomicetos transformadas por A. tumefaciens®®,
incluindo algumas caracteristicas de cada espécie e marcador de selegao

utilizado
(conclusao)
Marcador de
Espécie (a) Caracterl§t!cas da se.:legao; Referéncia
espécie sistema
reporter®
Glomeromicetos
Glomus intraradices Micorriza arbuscular DsRed Helber e Requena (2007)
Oomicetos
Phytophthora infestans  Fitopatdgeno nptll Vijn e Govers (2003)
P. palmivora Fitopatégeno nptll, hph Vijn e Govers (2003)
Pythium ultimum var. . . -
sporangiiferum Fitopatégeno nptl! Vijn e Govers (2003)

(a) Essa lista de espécies é baseada nas revisdes anteriores de Michielse et al. (2005) e Lacroix et al.
(2006), no trabalho de Soltani, van Heusden e Hooykaas (2008), bem como no trabalho de Favaro
(2009). (b) hph: gene de resisténcia a higromicina de Escherichia coli. NAT: gene de resisténcia a
nourseothricin de Streptomyces noursei. bar. gene da fosfinotricina acetiltransferase de Streptomyces
hygroscopicus, confere resisténcia ao glufosinato de amoénio; Sh BLE: gene de resisténcia a pleomicina
de Streptoalloteicus hindustanus. BLE: gene de resisténcia pleomicina, confere resisténcia a zeocina;
benA3: gene de resisténcia ao benomyl. Aa pyrG: gene da orotidina-5'-fosfato decarboxilase de
Aspergillus awamori, permite a selecdo de prototréficos para uracila. nptll: gene da neomicina
fosfotransferase, confere resisténcia a geneticina. afp: gene de proteina anticongelante, permite a
selecdo de transformantes resistentes a baixa temperatura. Hc Sdh (R): gene de resisténcia a carboxina
de Hebeloma cylindrosporum. Hc ura5. gene da orotato fosforibosiliransferase de Histoplasma
capsulatum, permite a selegdo de prototréficos para uracila. Sc ura3: gene ura3 de Saccharomyces
cerevisiae, permite a selecdo de prototréficos para uracila. aphl: transposon Tn903 de E. coli, confere
resisténcia ao analogo da canamicina (geneticina). Rn pyr4: gene da orotidina-5’-fosfato decarboxilase de
R. niveus, permite a selecdo de prototréficos para uridina. trp7: gene da N-C5’ fosforibosil-antranilato
isomerase de S. cerevisiae, permite a selegado de prototroficos para o triptofano. DsRed: gene da proteina
vermelha fluorescente do coral Discosoma striata. gfp: gene da proteina verde fluorescente de Aequorea

victoria
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2.2 Material e Métodos
2.2.1 Isolados fungicos

Os isolados de Guignardia citricarpa e G. mangiferae utilizados foram obtidos em
isolamentos anteriores e sdo pertencentes a colegcao do Laboratério de Genética de
Microrganismos “Prof. Jodo Lucio de Azevedo” — USP/ESALQ. Os mesmos foram
checados quanto as caracteristicas patogénica e endofitica com a utilizagao de primers
especificos (GcP1 5-AAGTGTGAGTGTCGAAGGTGG-3’ e GcP2 5-
GACGACTCGCTTTTCTACGGC-3’). Os isolados foram cultivados em meio de cultura
batata-dextrose-agar (BDA) (200 g de batata cozida, 20g de dextrose e 18g de agar
para 1L de agua destilada, autoclavados a 120°C, 1 atm de pressao, durante 20 min) a
28°C por até 15 dias.

2.2.2 Construcao de primers

Foram realizadas pesquisas bibliograficas de genes de fungos relacionados a
patogenicidade que ja possuem suas sequéncias depositadas no banco de dados do
NCBI - GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) e que apresentam na literatura a comprovagéo
da sua participagcdo no processo de patogenicidade de diversas doengas fungicas
vegetais, procurando homologia com outros fitopatégenos, visando, assim, detectar tais
genes também em Guignardia citricarpa (Blast). Em seguida os genes com maior
homologia entre os organismos selecionados foram alinhados pelo programa MEGA 4.0
e, nas regidbes com maior similaridade, foram construidos e avaliados primerspela
ferramenta SciTools OligoAnalyzer 3.1 (www.idtdna.com). Apdés a obtencdo dos
primers, esses genes foram amplificados em Guignardia, por meio da técnica de PCR e
identificados por sequenciamento dos nucleotideos no Centro de Estudos do Genoma
Humano — USP, Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil. Os fatores considerados na construgao
dos primers foram: sequéncias de 15 a 25 pb; conteudo de bases CG mais ou menos
igual nos pares; 55 a 65% de GC; preferéncia por GC na extremidade 3’ e a mesma
nunca seja degenerada; ter no maximo 4 bases degeneradas; as temperaturas de

melting devem ser proximas nos pares e ndo podem se anelar na regiao 3’.
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2.2.3 Secregao de enzimas hidroliticas em meio sélido

Testes semi-quantitativos para a detecgao de enzimas secretadas por fungos em
meio solido foram realizadas. (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975). Foram avaliadas a
producdo de endoglucanase, protease, esterase, xilanase, lipase, e pectinases pelos
isolados de Guignardia spp. Para isso, discos de 5 mm de didmetro de culturas
crescidas em BDA a 28°C durante 15 dias, foram transferidos para placas de Petri
contendo 20 mL de meio de cultura acrescido de diferentes fontes de carbono. A
producdo de protease, esterase, lipase, e pectinases (pectina liase e
endopoligalacturonase) foi avaliada conforme estabelecido por Hankin e Anagnostakis
(1975), onde foram utilizados gelatina, tween 80, tween 20 e pectina citrica,
respectivamente, como fonte de carbono.

A secrecdo da enzima endoglicanase foi avaliada em Meio Minimo
(PONTECORVO et al., 1953) sem a adicdo de glicose e suplementado com 1% de
carboximetilcelulose (Sigma) como fonte de carbono. A atividade de endoglicanase foi
verificada apds a adicdo de 5 mL de uma solugéao de vermelho congo 0,1% sobre cada
colénia e incubagéo das placas a temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida, a
solucdo de corante foi descartada e as placas foram descoradas com uma solugao de
NaCl 4M por alguns minutos. A degradagao da carboximetilcelulose ao redor da colbénia
foi caracterizada pela formagcdo de uma area clara e opaca contra uma coloragao
vermelha para a carboximetilcelulose ndo degradada (POINTING, 1999).

Para xilanase, foi utilizado utilizou-se 0 método semi-quantitativo estabelecido
por Hanckin e Anagnostakis, (1975) com modificagbes. O meio utilizado foi o Meio
Mineral (FERREIRA, 1999). Para a visualizacdo do halo de degradacgao, foi utilizado
como corante uma solugédo de lodo (1g I2; 5g Kl; 330 mL agua destilada), Apds o
periodo de incubacdo, cobriu-se a superficie das placas com cerca de 10 mL de
solugéo de iodo, reveladora do halo de degradagao, aguardou-se cerca de 20 minutos
para que ocorresse a reacao substrato/solucdo. Os didmetros das colbnias e dos halos
foram medidos.

A produgado de exoenzimas foi testada em ftriplicata e avaliada apds 7 dias de

crescimento. Inicialmente foram medidos os didmetros perpendiculares tanto da colbnia
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quanto do halo de degradagéo e posteriormente o indice enzimatico (IE) foi calculado
por meio da razdo entre o diametro do halo e o didmetro da colénia. Os dados foram
analisados utilizando o programa SAS (Copyright (c) 1989-1996 by SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA), onde foi aplicado teste de Tukey para as médias de indice enzimatico,

ao nivel de 5% de significancia.
2.2.4 Quantificagdo de quitinase e endopoligalacturonase

As enzimas quitinase e endopoligalacturonase foram avaliadas pela metodologia
quantitativa de Somogyi-Nelson (ZAGO et al., 1989). Os isolados foram cultivados em
em Meio de cultura Minimo liquido (PONTECORVO et al., 1953) acrescidos de 10g L™
de quitina insoluvel e 10g L™ de pectina citrica, respectivamente, durante 5 dias a 28°C.
ApoOs este periodo foi realizada centrifugagdo por 5 minutos a 7500 X G. O
sobrenadante foi utilizado na quantificagcdo da atividade enzimatica da quitinase e da
endopoligalacturonase por meio de leitura da absorbéncia medida em
espectrofotbmetro ao comprimento de onda de 520nm. Uma unidade de atividade é
definida como a quantidade (umoles) de grupos formados de quitina e acido
poligalacturénico, que foram liberados por mL de extrato protéico por minuto. Os dados
foram analisados utilizando o programa SAS, onde foi aplicado teste de Tukey para as

médias de indice enzimatico, ao nivel de 5% de significancia.
2.2.5 Extragao de DNA

Os isolados foram cultivados em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA)
liquido por aproximadamente 10 dias a 28 °C, sendo este micélio filtrado em funil com
papel de filtro esterilizado com auxilio de bomba a vacuo. O micélio foi triturado com
adicdo de nitrogénio liquido utilizando cadinho e pistilo de porcelana previamente
esterilizados.

Apods, a cada grama de micélio foi acrescentado 1 mL de tampao de extragao (200
mM Tris-HCI pH 8.0, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 1% SDS). A mistura foi incubada por
15 min a 70 °C. A desproteinizagéo foi realizada com fenol e cloroférmio (1:1), cada
tratamento foi seguido por centrifugagdo a 5.000 X G por 15 minutos e coleta da fase

aquosa. Os acidos nucléicos foram precipitados com Etanol absoluto por 15 min. Apds
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este periodo, a solugdo foi centrifugada a 10.000 rpm por 20 minutos, o sobrenadante
desprezado, e o precipitado lavado com Etanol 70%, e finalmente, os tubos invertidos
para a secagem do DNA. Este foi ressuspendido com agua miliQ autoclavada. O DNA
obtido foi quantificado em gel de agarose 1% (RAEDER; BRODA, 1985, com
modificagdes).

2.2.6 Teste de sensibilidade a higromicina B

A selecdo dos transformantes se deu por meio da confirmagao da insercéo do
vetor carregando o gene hgr que confere resisténcia ao antibiotico higromicina. Dessa
forma, testes para observagédo da sensibilidade dos isolados de Guignardia citricarpa
foram realizados antes dos experimentos de agrotransformacéo, a fim de estabelecer a
concentragao inibitéria minima (CIM) para a posterior sele¢do. Para verificar a inibigao
de crescimento dos isolados de G. citricarpa por higromicna B, o fungo foi inoculado em
placas de Petri contendo meio BDA acrescido de diferentes concentragdes (25; 50; 75;
100; 150 e 200 pg.ml™") de higromicina B (Invitrogen, Brasil). Para cada concentragdo
foram avaliadas 3 placas, incluindo placas controle (sem antibi6tico). O crescimento dos
isolados foi monitorado por 10 dias, incubadas a 28°C. A concentragdo de higromicina B
que inibiu totalmente o crescimento micelial foi escolhida para os experimentos de

transformacéo.

2.2.7 Teste de crescimento sobre diferentes tipos de membranas e meio de
indugao (IM)

Outro prée-teste realizado foi o da habilidade de crescimento do fungo G.
citricarpa em diferentes membranas a serem utilizadas no experimento de adaptacgao do
protocolo de agrotransformagdo, bem como no meio de inducéo (IM).

Diferentes tipos de membranas (papel filtro 8 uym, J. Prolab, Brasil; éster de
celulose 0,45 um, Millipore e nylon 0,45 ym, Amersham Hybond N* ou GE Healthcare)
foram recortadas em quadrados de aproximadamente 1,0X1,0 cm e colocadas sobre o
meio de co-cultivo IM acrescido de 200 uM ou 400 uM AS, em placas de Petri. Os
fungos foram inoculados sobre essas membranas com o uso de um palito de madeira

esterilizado. Foram acompanhados a capacidade de desenvolvimento do fungo em
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cada membrana e o numero de dias no qual o crescimento micelial atingisse cerca de
0,5 cm de diametro. Essa determinacéo foi importante para estabelecer quanto tempo
antes se deve inocular o fungo e deixa-lo crescer para posteriormente realizar o co-
cultivo com as células bacterianas, aumentando as chances de infecgdo das hifas em

desenvolvimento.
2.2.8 Linhagens, vetor de transformagao e condigoes de cultivo

Linhagens desarmadas de Agrobacterium tumefaciens EHA105 foram
previamente cedidas pelo Prof. Dr. Carlos Labate (Laboratorio “Max Feffer” de Genética
de Plantas, Departamento de Genética, Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz”, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) a Dra. Léia Cecilia
de Lima Favaro (Laboratério de Genética de Microrganismos, Departamento de
Genética, Escola Superior de Agricultura “Luizde Queiroz”, Universidade de Sao Paulo,
Piracicaba, Brasil), que as cedeu gentilmente para a realizagdo desse trabalho. A
agrobactéria foi armazenada em glicerol 20% em freezer a -80°C e estocada em meio
Luria-Bertani (LB) contendo os antibidticos para a manutencdo do plasmidio Ti
desarmado: rifampicina (100 pug.mL™") e espectinomicina (200 pg.mL™).

O vetor binario de transformacdo de fungos pFAT-gfp (Figura 1) presente na
linhagem EHA105 de A. Tumefaciens foi gentiimente cedido a Dra. Léia C. de Lima
Favaro pelo Dr. Kim M. Plummer (CSIRO Plant Industry, Australia). Esse vetor contém
na sua regiao T-DNA o gene de resisténcia ao antibiético higromicina B de E. coli
(hph), controlado pelo promotor do gene gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (gpd) de
Glomerella cingulata; e também o gene da proteina verde fluorescente (gfp) (pGreen
Lantern, Life Technologies) controlado pelo promotor do gene gpd de Aspergillus
nidulans (FITZGERALD et al., 2003). O vetor foi inserido em células de A. tumefaciens

por eletroporacéao.
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Figura 1 — Mapa do vetor de transformacdo de fungos mediada por A. tumefaciens pFAT-gfp,
desenvolvido por Fitzgerald et al. (2003) e gentilmente cedido por Kim M. Plummer (CSIRO
Plant Industry, Australia) para realizagdo deste trabalho. (RB) Borda direita do T-DNA. (LB)
Borda esquerda do T-DNA. (hph) Gene de resisténcia a higromicina B de E. coli. (trpC 3)
Signal de terminagao transcricional do gene trpC de A. nidulans. (An p-gpd) Promotor do
gene dliceraldeido-3-fosfato de A. nidulans. (Gc p-gpd) Promotor do gene gpd de G.
cingulata. (Gc gpd 3’) Signal de terminagédo transcricional do gene gpd de G. cingulata. (SpR)
Gene de resisténcia a espectinomicina. (RK2 oriV) Origem de replicacdo vegetativa RK2.
(RK2 oriT) Origem de transferéncia RK2. (322 ori) Origem de replicagdo de pBR322. ({rfA)
Gene de replicagéo trfA de RK2. (gfp) Gene da proteina verde fluorescente pGreen Lantern
(Life Technologies). Fonte: Fitzgerald et al. (2003)

2.2.9 Transformacao genética de G. citricarpa mediada por A. tumefaciens

Primeiramente se fez necessaria a adaptacdo e otimizagdo do método para
determinar as melhores condigbes de transformagéo para o fungo G. citricarpa. Foi
adotado o protocolo descrito por de Groot et al. (1998) para fungos filamentosos e
realizados testes para avaliar as melhores condigdes de agrotrasnformagéo onde foram
analisados varios parametros como o tipo de mebrana, com diferentes tipos de
porosidade, sendo papel filtro (8 ym, J. Prolab, Brasil), éster de celulose (0,45 um,
Millipore) e nylon (0,45 um, Amersham Hybond N* ou GE Healthcare) sobre meio de
co-cultivo acrescidos de 200 yM ou 400 pM do agente indoutor acetoseringone (AS)
(Fluka). Foi avaliado também o melhor tempo de co-cultivo do fungo com a bactéria (48
ou 96 horas). Os testes foram realizados a partir da combinagédo de todas as possiveis
variaveis.

A transformacgéo genética do isolado 12P de G. citricarpa via A. tumefaciens foi

realizada de acordo com o protocolo descrito por de Groot et al. (1998) seguindo as
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modificagdes determinadas acima. A. tumefaciens linhagem EHA105, carregando o
plasmidio pFAT-gfp (FITZGERALD et al., 2003), foi recuperada do estoque em glicerol
20%, cultivada durante 72h a 28°C em meio YEP (WALKERPEACH; VELTEN, 1994)
solido suplementado com espectinomicina (200 ug.mL™) e rifampicina (100 pg.mL™).
Uma colbnia isolada foi transferida para frasco de vidro contendo 30 mL meio YEP
liquido suplementado com espectinomicina (200 ug.mL™") e rifampicina (100 pg.mL™),
incubada a 28°C por 24h sob agitagcdo (180 rpm). Uma suspensao de células da
agrobactéria foi diluida para um densidade o6ptica (DO) a 660nm de 0,15 em meio de
indugao (IM) liquido (10 mM K;HPOy4; 10 mM KH2PO4; 2,5 mM NaCl; 2 mM MgSQy; 0,7
mM CaCly; 9 uM FeSOg4; 4 mM NH4SO4; 10 mM glicose; 0,5% glicerol; 40 mM acido 2-
[N-morfolino]-etanossulfonico esterilizado por filtragao, pH 5,3, e adicionado ao meio de
cultura apds autoclavagem) na presenga ou na auséncia de acetoseringona (AS)
(200uM) em um volume final de 20 mL. As células foram incubadas a 28°C em 180 rpm,
por um tempo adicional até que a cultura alcangcasse DOggonm entre 0,6 e 0,8. Nas
condicdes utilizadas este tempo de indugcdo de competéncia foi de aproximadamente 9
horas.

Apos 15 dias de crescimento do isolado 12P de Guignardia citricarpa em meio
BDA, o fungo foi repicado sobre pedagos (quadrados de 1,0 cmX1,0 cm) das
membranas a serem testadas posicionados espalhados em placas de Petri contendo o
meio de indugdo (IM) soélido (10 mM K;HPOg4; 10 mM KH,POy4; 2,5 mM NaCl; 2 mM
MgSQOy; 0,7 mM CaCly; 9 pM FeSO4 4 mM NH4SO4; 5 mM glicose; 0,5% glicerol; 40
mM &cido 2-[N-morfolino]-etanossulfénico esterilizado por filtragao, 1,5% p/v agar, pH
5,3, e adicionado ao meio de cultura apds autoclavagem) para o co-cultivo, acrescido
de AS (200 e 400 uM) ou néao (placas controle). O micélio foi crescido por 3 dias,
conforme pré-teste, até que atingissem um crescimento de 0,5 cm de didametro, e logo
apos, receberam a cultura bacteriana para o co-cultivo.

As placas foram incubadas a 25°C, na auséncia de luz, durante 48 horas. Apds
este periodo, que é denominado tempo de co-cultivo, as membranas foram transferidas
para placas contendo meio de cultivo BDA suplementado com 75 pg.mL'1 de
higromicina B (Invitrogen Life Technologies), conforme estabelecido anteriormente

como CIM, 300 pg.mL™" de cefoxitina sddica (Eurofarma) e 125 pg.mL™" de tetraciclina;
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e incubadas a 28°C por 60 dias. A cefoxitina sédica € usada para eliminar a bactéria, e
a higromicina B para selecionar os transformantes e a tetracilcina é para evitar
contaminacgdes. As placas foram avaliadas por até 60 dias apds a transferéncia das
membranas. Os micélios resistentes a higromicina B, visualizados ap6s esse periodo,
foram contados e repicados para placas de petri contendo meio de cultivo seletivo (BDA
suplementado com 75 pg.mL'1 de higromicina B) para posterior purificagdo e
armazenamento. Foram realizados dois experimentos de transformacido, mantendo as
mesmas condicdes, visando avaliar a consisténcia do protocolo adotado no que diz

respeito a repetibilidade e capacidade de obtengao de transformantes.

2.2.10 Purificacao e estocagem dos fungos

A purificagdo dos transformantes estocados foi realizada por meio repicagem em
série e semeadura em meio de cultura BDA. Para isso, com o auxilio de palitos de
madeira esterilizados, foram coletados micélios dos transformantes e semeados em
placas de Petri contendo meio BDA. As placas foram incubadas em estufa a 28°C para
o crescimento e obtencao de transformantes purificados. Estes foram armazenados de
acordo com o método Castelani, no qual os fungos foram crescidos em meio BDA, e
entdo foram coletados discos de meio de cultura com micélios e colocados em frascos
de 10 mL contendo agua destilada esterilizada. Os frascos foram identificados e
armazenados a temperatura ambiente. Outro estoque também foi feito do mesmo
modo, mas com a utilizagdo de 6leo mineral puro esterilizado ao invés de agua

destilada esterilizada previamente.

2.2.11 Estabilidade mitética dos transformantes

Para estimar a estabilidade mitética do DNA exdégeno no genoma do hospedeiro,
todos os transformantes foram analisados. Pedacos de micélio dos transformantes
foram crescidas durante 15 dias a 28°C em meio BDA suplementado com 75pg.mL'1 de
higromicina B. Em seguida, fragmentos de micélio das extremidades das col6nias
foram repicadas para placas contendo meio BDA sem adi¢g&o de higromicina B durante

5 repicagens sucessivas. Apos esse procedimento, fragmentos de micélio provenientes
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da quinta repicagem em meio ndo seletivo foram transferidos para placas contendo
meio BDA suplementado com higromicina B (75 pg.mL™") e incubados a 28°C durante
15 dias. Avaliou-se, entdo, o numero de transformantes que mantiveram o fendtipo
higromicina resistente, por meio de regra de trés simples; e também a expressao de
fluorescéncia da proteina verde fluorescente (GFP) sob microscopio Optico de
epifluorescéncia (Zeiss Axiophot-2) sob filtro FITC (459-490 nm).

2.2.12 Analise dos transformantes por PCR (Polymerase Chain Reaction)

O DNA gendmico de 10 transformantes escolhidos ao acaso e do isolado 12P
selvagem G. citricarpa foi extraido de acordo com Raeder e Broda (1985) e analisado
para a presencga do gene hgr por meio da técnica da PCR, utilizando os primers hph1
(5-TTCGATGTAGGAGGGCGTGGAT-3’) e hph2 (5-
CGCGTCTGCTGCTCCATACAAG-3’) (MALONEK; MEINHARDT, 2001), que
amplificam fragmento da seqiéncia do gene do antibiético higromicina do vetor de
transformacao pFAT-GFP. As amplificagbes foram realizadas em termociclador (Peltier
Thermal Cycler 200, MJ Research), programado para realizar uma desnaturagao inicial
a 94°C por 5 min, seguido de 30 ciclos de 94°C por 30 s, 55°C por 30 s e 72°C por 30 s,
apds os ciclos, uma extensao final a 72°C por 7 min. Cada reacdo de amplificacéo foi
realizada em um volume final de 50 puL, contendo Tampao 1x (50 mM de KCI, 20 mM de
Tris-HCI (pH 8,4), 3,7 mM de MgCl,, 1 mM de dNTP, 0,05 U.uL™"' de Taq DNA
polimerase (Fermentas Life Sciences, Brasil), 0,1 uM de cada primer e 1 ng de DNA.

O fragmento amplificado (500 pb) foi observado por eletroforese em gel de
agarose 1,2% a 3 volts.cm™, juntamente com o marcador de peso molecular DNA
Ladder 100 pb (Fermentas). Apos a eletroforese o gel foi corado em solugdo de

brometo de etidio (1 mg.mL™") e fotodocumentado sobre luz UV.
2.2.13 Analise dos transformantes por Southern Blot

Para a analise por Southern Blot o DNA gendmico de 4 transformantes (42; 43;

36.3 e g) mais o do isolado selvagem 12P foi submetido a hidrolise com a enzima de
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restrigio EcoRlI (Invitrogen, Life Technologies) a 10 U.uL™. A regido do T-DNA do vetor
pFAT-gfp apresenta dois sitios de reconhecimento para essa endonuclease, ambos
localizados no cassete de expressdo do gene de resisténcia a higromicina B
(FITZGERALD et al., 2003). Dessa forma, a auséncia de sitios de reconhecimento da
enzima EcoRI no cassete de expressdo do gene da proteina verde fluorescente (gfp)
implica que a utilizacdo desse gene como sonda na analise de Southern blotting deve
dar origem a uma unica banda de 15 kb a partir da digestdo do DNA do vetor pFAT-gfp
€ uma ou mais bandas de tamanhos variados, dependendo do local da inser¢céo e do
numero de cépias inseridas, a partir da digestdo do DNA dos transformantes.

A reacéo de restricdo foi feita em um volume total de 250 uL, contendo 10 ug de
DNA, 25 pL de tampao React® 3 10 X e 40 U da enzima EcoRI. A reacao foi incubada a
37°C durante 12 horas. Para concentrar a amostra hidrolisada foi feita uma precipitacédo
adicionando-se 25 uL de acetato de amoénio (7,8 M) e 625 uL de alcool absoluto. Apos
incubacgdo a -20°C por 12 horas, o material foi centrifugado (14.000 rpm por 40 minutos
a 4°C). O sobrenadante foi descartado e foi adicionado 700 uL de alcool 70%. As
amostras foram centrifugadas por mais 10 minutos (14.000 rpm, 4°C). O sobrenadante
foi descartado e o precipitado seco a 37°C. Apds a secagem, o DNA hidrolisado foi
ressuspenso em 32 uL de TE e 8 uL de sacarose 40%. Os 40 uL de DNA hidrolisado
foram colocados em gel de agarose 1% contendo 1% de brometo de etidio (p/v) (1
mg.mL™"). Foi utilizado como marcador de peso molecular 40 pL do DNA Ladder 1kb
(0,2 pug.pL™") (Fermentas). A eletroforese foi realizada a 3 volts.cm™de distancia entre os
eletrodos de modo a obter uma corrida lenta.

Apos a eletroforese o DNA foi fotodocumentado e transferido para uma
membrana de nylon conforme procedimento a seguir: foi feito um pequeno corte na
porcao inferior do lado esquerdo do gel de agarose. O gel foi submetido a depurinizagao
em solugao depurinizante HCI 0,25 M (10 mL de HCI em 490 mL de agua ultrapura), por
10 minutos. Apds este periodo o gel foi lavado com agua destilada e transferido para
500 mL de solug&o desnaturante (NaOH 0,5 M; NaCl 1,5 M) por 30 minutos. O gel foi
lavado com agua destilada e em seguida neutralizado através da incubagdo por 15
minutos em 250 mL de solugéo neutralizadora (Tris-HCI 0,5 M; NaCl 1,5 M; EDTA 0,001

M; pH=7,2), com agitacdo branda a temperatura ambiente. Esse procedimento foi
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repetido mais uma vez. A transferéncia do DNA contido no gel para a membrana de
nylon (Hybond N*, Amersham) foi realizada por 12 horas em um aparato de
transferéncia tradicional, utilizando-se a solugéo de transferéncia SSC 20 X (NaCl 3 M;
citrato de sdédio 0,3 M; pH=7,0). A membrana foi seca em cima de papel de

cromatografia por 2 horas em forno a 80°C e armazenda a 4°C.
2.2.14 Extracao do plasmideo pFAT-gfp e preparo da sonda de hibridagao

Células de E. coli transformadas com o vetor pFAT-gfp foram inoculadas em
meio LB liquido (5 mL) com espectinomicina 200 pug.mL" e incubadas a 37°C, sob
agitacao de 200 rpm, por 12 horas. Em seguida, procedeu-se a extragao do plasmidio
com uso do kit Mobio (Ultra Clean 6 minute mini plasmid prep kit) seguindo as
orientagdes do fabricante. O plasmidio de 18,4 kb foi observado por eletroforese em gel
de agarose 1,4% a 3 volts.cm™. Para quantificacdo, comparou-se a fluorescéncia da
amostra com aquela de um padrédo conhecido (DNA de fago lambda a 12,5; 25; 50; 75;
100 e 200 ng). Apds a eletroforese o gel foi corado em solugdo de brometo de etidio e
fotodocumentado.

Para a hibridagao foi utilizado como sonda um fragmento de DNA contendo o
gene gfp de 700 pb. Este fragmento foi obtido por PCR com os primers gIGFP5 (5’-
GCCGGAATTCATGAGCAAGGGCGAGGAACTGTTC-3) e gIGFP3 (5-
GCCGAGCTCAGATCTCACTTGTACAGCTCGTCCATGCC-3’). A marcacao da sonda
foi realizada segundo o protocolo do kit Gene Images™ AlkPhos Direct™ Labelling and
Detection System (GE Healthcare). A hidridagao foi realizada conforme recomendado
pelo protocolo do kit Gene Images™ AlkPhos Direct’™ Labelling and Detection System
(GE Healthcare).

2.2.15 Analise dos transformantes por microscopia 6ptica de fluorescéncia (MOF)

Transformantes escolhidos aleatoriamente foram analisados quanto a expressao
do gene gfp, por meio de microscopia Optica de epifluorescéncia. Para essa

visualizacdo, laminas esterilizadas receberam um pedago do micélio, por meio de palito
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de madeira esterilizado e 1 gota de agua destilada esterilizada, cobertos por uma
laminula esterilizada. As analises foram realizadas em microscopio de epifluorescéncia
(Zeiss Axiophot-2) com o filtro indicado para analise da GFP. As amostras foram
excitadas utilizando filtro de 490 nm e as imagens foram capturadas com uma camera
de video acoplada ao microscopio, com auxilio do software ISIS (Meta Systems,
Alemanha). As imagens do isolado selvagem 12P foram utilizadas como controle.

2.2.16 Amplificagao, clonagem e sequenciamento das regioes que flanqueiam o T-
DNA

As regides que flanqueiam a insergdo do T-DNA foram identificadas por meio da
técnica TAIL-PCR (Thermal Asymmetric Interlaced Polymerase Chain Reaction) (LIU;
WHITTIER, 1995). Esta metodologia consiste de trés reagdes de PCR sucessivas,
utilizando primers “nested” especificos para as sequéncias das bordas do T-DNA
juntamente com um primer arbitrario e degenerado (AD) de sequéncia curta, e a
eficiéncia de amplificacdo de produtos especificos e ndo especificos pode ser
controlada pela temperatura (COMBIER et al.,, 2003). Os primers utilizados foram
construidos e gentiimente cedidos pela Dra. Léia Cecilia de Lima Favaro. Sdo primers
especificos para as sequéncias das bordas esquerda e direita do T-DNA do vetor pFAT-
gfp (FITZGERALD et al., 2003). Os primers da borda esquerda utilizados foram LB1-1
(5'-GTCAGCTCCGGCACCTTATCCTTG-3'), LB2-2 (5'-
CCTCGTTACATCAGCTCGCAGCTAC-3") e LB3-1 (5'-
CGTCCGCAATGTGTTATTAAGTTGTC-3'). Os primers especificos da borda esquerda
utilizados nas reagdes secundaria e terciaria (LB2-2 e LB3-1, respectivamente) foram
posicionados a uma distancia de 105 pb um do outro, para facilitar a confirmacao da
especificidade do produto por meio de comparac¢ao do tamanho das bandas geradas.

O DNA gendmico dos transformantes foi extraido de acordo com Raeder e Broda
(1985) e utilizado como molde nas reagdes de TAIL-PCR. Os primers arbitrarios
utilizados (AD1, AD2 e AD3) e a composicao das reagdes de PCR foram as mesmas
descritas por Liu et al. (1995). A amplificagado por TAIL-PCR foi realizada seguindo as
condigdes propostas por Mullins et al. (2001). As reagbes de amplificacdo foram
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realizadas em termociclador PTC — 200 (MJ Research). Para cada transformante, os
produtos gerados nas reag¢des primaria, secundaria e terciaria foram analisados lado a
lado em gel de agarose 1,2% a 3 volts.cm™. Todos os fragmentos obtidos na reacdo
terciaria que mostraram diminuicdo do comprimento consistente com a posi¢cao dos
primers na regiao T-DNA (em comparagao aos produtos da reagdo secundaria) foram
considerados como sendo as jun¢des do T-DNA (COMBIER et al., 2003).

Os produtos das reagbes terciarias foram purificados do gel de agarose,
clonados em plasmidio pGEM-T Easy (Promega, Brasil) e transformados em células de
E. coli DH5a. A amplificagao do inserto foi realizada por PCR de colbnia, utilizando os
primers universais M13. As reagdes foram preparadas em volume final de 50 uL, com
0,2 mM de dNTP; 3,7 mM de MgCly; Tampéo 1x (50mM de KCI e 20mM de Tris-HCI -
pH 8,4); 0,05 U.uL™" de Taq DNA polimerase (Fermentas Life Sciences, Brasil) e 0,2uM
de cada primer. A amplificagao foi realizada com desnaturacgao inicial a 94°C por 4 min,
com 30 ciclos de amplificagdo. Cada ciclo consistiu de 1 min a 94°C, 1 min a 60°C e 2
min a 72°C e extensao final de 10 min a 72°C. Os produtos de PCR foram purificados
(UltraClean™ PCR Clean-Up Kit, MOBIO Laboratories) e sequenciados no Centro de
Estudos do Genoma Humano, S&o Paulo, Brasil. Posteriormente, a regido
correspondente ao T-DNA foi retirada e as sequéncias flanqueadoras restantes foram
analisadas com auxilio da ferramenta BLAST (BlastN, BlastX e TBlastX) contra a base
de dados do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

2.2.17 Caracterizagao dos transformantes

Foram realizadas analises enzimaticas (protease, lipase, esterase e pectinase) a fim
de comparar a producdo entre os transformantes. As analises foram realizadas
conforme o item 2.2.3.

2.2.18 Interagao entre Guignardia citricarpa e Citros

Com o objetivo de avaliar o comportamento de G.citricarpa durante a colonizagao

de Citros, utilizou-se a abordagem da analise de microscopia. Essas analises foram
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realizadas tanto com o isolado selvagem 12P quanto com os transformantes
expressando a proteina verde fluorescente (GFP). Além disso, bioensaios mostrando a

capacidade de formacgéao de sintomas em frutos de laranja também foram avaliados.
2.2.19 Producao de esporos

Para os experimentos de bioensaio onde sdo necessarias inoculagdes do fungo,
primeiramente obtivemos a producao de esporos de G. citricarpa. Folhas de laranja
Valéncia foram destacadas, lavadas em agua corrente, cortadas em pequenos
fragmentos de 1cm? e autoclavadas durante 20 minutos em agua destilada. Oito
fragmentos foram colocados em cada placa de Petri contendo meio agar-agua 3%.
Com o auxilio de palito de madeira autoclavado, pedacos de micélio de G. citricarpa
foram repicados de modo adjacente aos quadrados de folha de laranja. As placas foram
mantidas a temperatura ambiente, sob fotoperido de 12h durante 21 dias, quando

observa-se a formagao dos esporos (Figura 2a;b)
2.2.20 Inoculagao dos esporos em frutos — Bioensaio de patogenicidade

Frutos de laranja Valéncia foram inoculados com esporos de G. citricarpa por
meio de um ferimento feito levemente por um palito de madeira esterilizado. Cerca de 5
ferimentos por fruto foram feitos e sobre eles, os esporos foram depositados e cobertos
com algodao, a fim de deixa-los sempre umidos Figura 2c;d;e;f). Os frutos foram
armazenados em cédmara umida durante 15 dias, com regas constantes. Apos esse
periodo, foram observados a capacidade de cada transformante, bem como do isolado
selvagem, de produzir sintomas nos frutos. Foi avaliado também, a colonizagdo do
fungo na planta, por meio de analise microscopica. Cortes nos sintomas foram
realizados e colocados sobre lamina esterilizada, com 1 gota de agua destilada
esterilizada e cobertos por laminula esterilizada. As laminas foram observadas em
microscopio de epifluorescéncia (Zeiss Axiophot-2) com o filtro indicado para analise da
GFP. As amostras foram excitadas utilizando filtro de 490 nm e as imagens foram

capturadas com uma camera de video acoplada ao microscépio, com auxilio do
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software ISIS (Meta Systems, Alemanha). As imagens do isolado selvagem 12P de G.
citricarpa, bem como de um isolado endofitico 16E de G. mangiferae, cortes apenas da
casaca da laranja e cortes de fruto contendo somente o ferimento foram utilizadas como

controle.

Figura 2 —Metodologia para a obtengao de esporos de G. citricarpa e Bioensaio em frutos de laranja. a- b:
Produgao de esporos de G. citricarpa sobre folhas de laranja, em placa de Petri, apés 21 dias
(b); c-e: Modo de inoculagdo para realizar o bioensaio de patogenicidade; f: Sintoma
caracteristico de MPC em frutos de laranja apés aproximadamente 15 dias apds a inoculagao,
mantidos em camara Umida

2.2.21 Delineamento experimental

Nos experimentos necessarios foram realizadas analises estatisticas com no
minimo trés repeticbes por tratamento em delineamento inteiramente casualizado ou
em blocos ao acaso. A analise dos dados foi realizada no programa SAS (Statistical
Analysis System, Copyright (c) 1989-1996 by SAS Institute Inc., Cary, NC, USA), onde
foi aplicado teste de Tukey para as médias de indice enzimatico, ao nivel de 5% de
significancia.



61

2.3 Resultados e Discussoes

2.3.1 Secrecgao de enzimas hidroliticas por isolados endofiticos e patogénicos de

Guignardia sp.

Testes semi-quantitativos para a detec¢do de enzimas secretadas por fungos em
meio soélido foram realizadas (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975). A capacidade de
producao de zonas de clareamento (halos) em meio sélido € um modo simples e rapido
de avaliar a secregao de enzimas por fungos (St. LEGER; JOSHI; ROBERTS, 1997).
Este é o primeiro relato da analise de producédo de enzimas hidroliticas por isolados de
Guignardia spp. As enzimas endoglucanase, protease, esterase, lipase e xilanase
foram avaliadas por esse método qualitativo, enquanto que as enzimas quitinase e
endopoligalacturonase foram avaliadas de maneira quantitativa. A caracterizagao
fisiolégica dos isolados por meio da secregdo enzimatica revelou diferengas
significativas entre os isolados das espécies endofitica (G. mangiferae) e patogénica (G.
citricarpa). De um modo geral, houve diferengas significativas na produ¢ao das enzimas
endoglucanase, esterase, xilanase, além de endopoligalacturonase (Grafico 1). Nessas
enzimas, observou-se que os maiores indices enzimaticos (IE) foram encontrados nos
isolados da espécie patogénica (G. citricarpa). A produgao diferencial para
endopoligalacturonase na espécie patogénica ja havia sido relatada anteriormente por
Romao et al. (2004). A producado de lipase e quitinase foi considerada nao diferente
estatisticamente para ambas espécies. Ja a produgao de proteases nao foi verificada
para nenhum dos isolados incluidos nesse estudo. Favaro (2009) também observou
que nenhuma das linhagens do fungo endofitico de cana-de-agucar Epicoccum nigrum
utilizadas em suas analises apresentaram a producao de proteases. Carroll e Petrini
(1981) e Lumyong et al. (2002) avaliaram espécies endofiticas e encontraram esse
mesmo resultado com relagdo a producédo de proteases. Eles acreditam que esses
endofitos requerem fontes de carbono mais simples para o crescimento, caracteristica
nutricional que é comum em fungos de carater simbidntico.

Durante infecg&o e colonizag&o das plantas, os fungos precisam vencer algumas

barreiras fisicas. Uma das estratégias utilizadas para suplantar essas barreiras consiste
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na producdo de uma série de enzimas extracelulares, como celulases, pectinases,
xilanases, cutinases e proteinases. A producdo dessas enzimas ocorre desde os
primeiros estagios de infeccdo, para degradacdo de cutina e parede celular, até a
efetiva penetracdo e subsequente diferenciacdo das hifas dentro do hospedeiro
(MENDGEN; DEISING, 1993). St. Leger et al. (1997) observaram que os fungos
apresentam uma adaptacdo enzimatica aos requerimentos de seus nichos ecoldgicos,
para exemplificar, espécies fitopatogénicas produzem altos niveis de enzimas
degradadoras de polissacarideos pécticos, celulose e xilana, assim como cutinase, mas
secretam baixos niveis de quitinases e protease, exatamente como foi observado nos
resultados desse trabalho (Grafico 1). Essas enzimas em especial devem
desempenhar um papel fundamental na patogenicidade de G. citricarpa, pois a fase
inicial de ataque as células da planta para penetracdo, bem como as fases de
estabelecimento e desenvolvimento do fungo, dependem delas. Como a fase saprofitica
€ de extrema importdncia na epidemiologia do estabelecimento da doenga MPC
(SCHINOR et al, 2002), enzimas hidroliticas em altos niveis sdo requisitadas por esse
fungo para a degradacéao dos tecidos senescentes das plantas.

As partes aéreas das plantas sdo cobertas de cuticula, um polimero complexo
rico em derivados de acido graxo esterificado, associado e coberto por céras, que forma
uma camada de protecdo a ser rompida pelos fungos durante os primeiros estagios do
processo de infeccdo. Em Colletotrichum graminicola, a matriz extracelular que envolve
os conidios contém varias enzimas (NICHOLSON; EPSTEIN, 1991), algumas delas
identificadas como cutinases (PASCHOLATI et al.,, 1993). Depois de atravessar a
cuticula, as paredes celulares representam a proxima barreira fisica para os fungos.
Paredes celulares de plantas consistem de uma complexa combinacao de carboidratos
(celulose, hemicelulose e pectina), proteinas, lignina, agua e algumas substancias
incrustadas, como cutina e suberina. Enzimas degradadoras de parede celular (CWDE)
tém sido avaliadas em um grande numero de fungos. Fungos fitopatogénicos secretam
grandes quantidades de pectinases, enzimas capazes de degradar pectina, um dos
maiores polimeros presente na parede celular das plantas, o que foi também observado
nos resultados desse estudo (Grafico 1). De fato, as pectinases tém sido descritas

como as primeiras enzimas extracelulares produzidas pelos fungos durante o processo
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de infeccdo (JONES et al., 1972). Estudos envolvendo interrupcdo de genes alvo
mostraram que essas enzimas desenvolvem fung&o importante na patogenicidade e
viruléncia de varios fungos que causam maceragdao do tecido, como Acpg? em
Alternaria citri, Bcpg1 em Botrytis cinerea, pelB em Colletotrichum gloeosporioides e
pelA e pelD em Nectria haematococca (ISSHIKI et al., 2001; TEN HAVE et al., 1998;
ROGERS et al., 2000; YAKOBY et al.,, 2001). Nesse sentido, Herbert et al. (2004)
detectaram a expressao de dois genes de endopoligalacturonases, CLPG1 e CLPG2,
durante a interagdo do patogeno Colletotrichum lindemuthianum com plantas de feijao.
Os autores sugerem que CLPGZ2 se acumula na parede celular do fungo durante o
crescimento em meio de cultura com pectina e durante a formagao do apressorio, tanto
in vitro quanto durante a interagdo com a planta. Outros estudos tém demonstrado que
as pectinases podem ter importante papel também no desenvolvimento de fungos
biotroficos. Oeser et al. (2002) determinaram que endopoligalacturonase € o verdadeiro
fator de patogenicidade na interagdo do fungo Claviceps purpurea com centeio,
sugerindo que a enzima poderia facilitar o desenvolvimento biotréfico do fungo sem
causar excessiva maceracdo nos tecidos infectados. Diante dos resultados
apresentados no presente trabalho, pode-se inferir que a endopoligalacturonase
apresenta um papel importante, n&o unico, no processo de patogenicidade em
Guignardia citricarpa, uma vez que apresenta maiores indices de produgdo dessa
enzima quando comparada a espécie endofitica G. mangiferae.

Os resultados também mostram diferencas na produgdo da enzima
endoglucanase, que é responsavel pela hidrélise da celulose. A celulose é o principal
componente da parede celular de plantas. A completa hidrélise da celulose para glicose
envolve uma combinagao de multiplas enzimas (celobioidrolases, endoglucanases e B-
glucosidades) com diferentes especificidades de substratos. Enzimas celuloliticas tém
sido isoladas de fungos, como genes de celobioidrolases de Penicillium janthinellum
(KOCH et al., 1993), Phanerochaete chrysosporium (COVERT et al., 1992), Humicola
grisea (TAKASHIMA et al., 1996), Trichoderma viride (CHENG et al., 1990), diferentes
espécies de Aspergillus (TAKADA et al., 1998; GIELKENS et al., 1999), Agaricus
bisporus (RAGUZ et al., 1992) e Neurospora crassa (TALEB; RADFORD, 1995). A alta

capacidade de degradacdo da parede celular vegetal por fungos patogénicos, como
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visto nos resultados desse trabalho, representa uma grande vantagem no seu
estabelecimento na planta. No caso de Guignardia citricarpa, quando os esporos estao
em contato com a superficie dos tecidos susceptiveis, e em condicdoes ambientais
apropriadas, podem germinar originando um apressorio (McOnie, 1964), que necessita
secretar grande quantidade de enzimas digestivas, como as glucanases, para se
desenvolver e penetrar na célula do hospedeiro, até colonizar todo o tecido vegetal
(VARMA et. al., 1999).

A degradacao da parede celular das plantas ainda envolve uma série de outras
enzimas. Por exemplo, cerca de 20 genes codificadores de endoxilanases e f3-
xilosidases tém sido clonados em espécies de Aspergillus. Genes de xilanases tém sido
clonados a partir de fungos como Penicillium, A. bisporus, Magnaporthe grisea
(KIMURA et al., 2000; De GROOT et al., 1998; ALCOCER et al., 2003; EMAMI; HACK,
2003; WU et al., 1995) e T. reesei (FOREMAN et al., 2003). As xilanases sdo uma
classe de enzimas que degradam o polissacarideo linear beta-1,4-xilano em xilose,
decompondo assim, a hemicelulose, um dos principais componentes das paredes
celulares das plantas.

A ocorréncia de multiplos genes codificadores de enzimas funcionalmente
redundantes que degradam barreiras fisicas do hospedeiro € uma caracteristica
bastante comum em fungos que infectam plantas (ROGERS et al., 2000). Da mesma
maneira, devem ser encontrados também em G. citricarpa. Assim, multiplos genes para
cutinases, pectinases, xilanases, e proteases sdo encontrados em fitopatdégenos
(KOLATTUKUDY; GAMBLE, 1995; TEN HAVE et al., 1998; TEMPLETON et al., 1994;
ABEL-BIRKHOLD; WALTON, 1996; MURPHY; WALTON, 1996). Nesses casos, a
interrupcado de um unico gene provavelmente nao resultara em diminui¢ao da viruléncia.
Além disso, alguns genes que codificam enzimas degradadoras, como pelD de Nectria
haematococca, podem ser expressos apenas no hospedeiro (GUO et al.,, 1996), ou
diferentes genes s&o expressos em diferentes 6rgaos, ou durante diferentes estagios de
desenvolvimento e infecgdo (YAO; KOLLER, 1995; FAN; KOLLER, 1998).

Esses resultados reforcam o papel de enzimas hidroliticas no estabelecimento

de interagbes fungo-planta. No caso de G. citricarpa, a endopoligalacturonase pode
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apresentar um papel bastante importante na infeccdo, como observados para outros
fitopatogenos (HERBERT et al., 1998; OESER et al., 2002).
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Grafico 1. Atividade enziméatica de isolados das espécies endofitica (G. mangiferae) e patogénica
(G. citricarpa) de Guignardia sp. A — Produc¢do de Endoglucanase; B — Producao de
Esterase; C — Producédo de Xilanase; D — Produgao de Lipase; E — Producgao de
Quitinase; F — Producao de Endopoligalacturonase. Valores médios de 15 isolados da
espécie endofitica e 15 isolados da patogénica, com trés repeticdes cada. Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (alfa = 0,05)
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2.3.2 Identificacao do gene de endopoligalacturonase em Guignardia sp.

A busca e identificagcdo de genes em organismos tém sido intensificadas nos
ultimos anos devido ao avango das tecnologias moleculares, em especial, aliadas a
Bioinformatica. No género Guignardia existem duas espécies bastante relacionadas
tanto morfologicamente quanto geneticamente: G. citricarpa, patogénica a citros, e G.
mangiferae, descrita como espécie endofitica de citros. Uma vez que séo tao
intimamente relacionadas, deve haver caracteristicas diferenciais presentes na espécie
patogénica que a torna classificada como tal. Visando esse melhor entendimento,
mecanismos associados a patogenicidade foram avaliados. Como caracteristica geral,
0s organismos patogénicos possuem um aparato especial, com certos genes
conservados mesmo entre diferentes espécies. Pensando nisso, uma busca por esses
genes foi realizada visando a construgcao de primers, com base na similaridade entre
esses genes, possibilitando a obtengdo de sequéncias parciais de genes relacionados a
patogenicidade de G. citricarpa. Simultaneamente, foi realizada uma busca ao banco
dados de informagdes do NCBI (National Center of Biotecnology Information) para a
classificagdo taxonbmica das espécies utilizadas. Através dessas informacgdes, foi
realizado um novo alinhamento contendo apenas sequéncias génicas de espécies de
fungos taxonomicamente proximos a familia de Guignardia. A partir da homologia entre
as sequéncias, foram construidos primers nas regides conservadas.

Atualmente, encontram-se depositadas no banco de dados do GenBank 747
sequéncias nucleotidicas para fungos pertencentes ao género Guignardia, sendo 118
relativas a G. citricarpa; 399 de G. mangiferae; 25 de G. bidwelli; 18 para G. philoprina;
e 13 para G. vaccinii, existindo, ainda, 174 de outros taxa
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Dentre essas sequéncias, nenhuma é relativa a um gene relacionado a
patogenicidade, sendo a sua grande maioria correspondente a regides ITS fungicas.
Assim, esse trabalho relata pela primeira vez a sequéncia parcial do gene de
endopoligalacturonase no género Guignarida. Com base na quantidade de sequéncias
depositadas no GenBank, nota-se que a cada dia novos genes vem sendo descobertos,

mas ainda existe uma deficiéncia de estudos nesse sentido para esse género, que
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apresenta importancia mundial devido aos grandes prejuizos que proporciona para a
agricultura.

Nesse trabalho, visou-se a construgdo de primers baseados em genes
relacionados a patogenicidade, em especial, o da enzima endopoligalacturonase, que
em analises enzimaticas anteriores (ROMAO et al., 2006) e confirmadas nesse
trabalho, mostrou uma produgéo significativamente maior na espécie patogénica G.
citricarpa, quando comparada as quantidades produzidas pela espécie endofitica G.
mangiferae. Para o desenho de primers in silico, uma busca na literatura de genes
fungicos comprovados que atuam no estabelecimento e desenvolvimento de doengas
em plantas foi realizada, e foram obtidas ESTs (Expressed Sequence Tags) a partir de
119 sequéncias de diversos genes, contidas no banco de dados do NCBI-GenBank
(The National Center for Biotechnology Information) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
(Anexo A). Genes de organismos da mesma familia de Guignardia sp., ou de familias
préximas foram selecionados e as ORFs (Open Reading Frame) com maior similaridade
entre os organismos foram alinhadas no Programa MEGA 4.0. Assim, os primers
foram construidos e avaliados in silico pelo Programa IDT DNA (www.idtdna.com). Ao
final do processo de construcédo dos primers, como etapa da PCR, foram delineados 6

pares, conforme explicitado na tabela 2.

Tabela 2 - Pares de primers construidos e utilizados nesse trabalho

Primers ALVO Sequéncias
BCATRS (F) ABC Transport TATCAAATCATCTGGGGAGACAAAGC
BCATRS8 (R) AGATATTGTTCYCCRGTGACACTG
PKS1 (F) Poliketina Sintase AAYGGCGGCAAGAMSAAGCCCAAGTTC
PKS1(R) CATCATBGAYAAGTGYTTYCCYGGCATGTGRC
Cilpg2 (F) Endopoligalacturonase AAYGGCGGCAAGAMSAAGCCCAAGTTC
Clpg2 (R) CCGTTCTCGCTAYTCCTGRTCYATGACG
Cut3 (F) Cutinase GMGWCRGGSMACTTGG
Cut3 (R) CGGCRMRGGRTCTGC
PecA (F) Poligalacturonase GTATTGCAAGATAGAAADGGG
PecA (R) GGCACCACTGTATGCATAGA
Cel1 (F) CMASAAGGGCAGCAACGG
Cel1 (R) Exoglucanase GTAGAGTCGAGCCAGAGCATGTTGGAGTGGTGCTG
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O par de primers Clpg2 se mostrou eficiente para os isolados patogénicos e
endofiticos do género Guignardia. Apos a purificagdo da sua banda unica (526 pb), o
produto foi enviado para ser sequenciado no Centro de Estudos do Genoma Humano
USP-SP. O resultado do sequenciamento foi confrontado com a base de dados do
GenBank (Blastx) e mostrando a similaridade (66%) com a sequéncia da enzima
endopoligalacturonase de diversos géneros de fungos como Fusarium, Aspergillus,
Giberella, Emericella, Penicillium, Botryotinia, Geotrichum, Alternaria, Ophiostoma,
Sclerotinia, Colletotrichum, Galactomyces, Botrytis, Phaeosphaeria.

A analise da arvore filogenética (Figura 3) mostra que as sequéncias tanto dos
isolados endofiticos como as dos patogénicos apresentaram homologia com a
sequéncia do gene pg2 de endopoligalacturonase ja conhecida de Colletotrichum
lindemuthianum (X95457 GenBank). Esse fungo é relatado como o agente causal da
antracnose em feijoeiros, sendo um dos fitopatogenos de maior ocorréncia e
responsavel por prejuizos expressivos a cultura. A antracnose pode ser altamente
devastadora, proporcionando perdas de até 100% na produgdo, o0 que mostra a
severidade do problema e a alta capacidade de destruicdo do patégeno (SARTORATO,
2002; TALAMINI et al., 2004). Provavelmente, C. lindemuthianum possui um aparato
patogénico bastante forte e eficaz.

Na arvore observa-se também que, além dessa similaridade com C.
lindemuthianum (endofiticos 98% e patogénicos 100%), os isolados endofiticos (G.
mangiferae) se agruparam entre si (98% de similaridade), o mesmo ocorrendo com 0s
isolados patogénicos (G. citricarpa) (100% de similaridade). Ao considerar esse dado,
podemos inferir que talvez essas pequenas diferencas entre as sequéncias dessas
duas espécies (2%) possam fazer parte de um aparato génico diferencial capaz de
influenciar na caracteristica patogénica da espécie G. citricarpa.

A enzima endopoligalacturonase ja se mostra presente na participacdo da
patogenicidade de diversas doencas fungicas em vegetais (OLIVEIRA et al., 2008). A
podridao branca é uma doenga que acomete muitas espécies de plantas de interesse
econdmico. Tal doenca é caracterizada pela maceragao dos tecidos da planta dando a
estas um aspecto de podriddo. O causador € o fungo Sclerotinia sclerotiorum,

conhecido também por mofo branco. Quando esse patdgeno infecta a planta, seu
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primeiro desafio é vencer a parede celular, para isso, produz enzimas responsaveis por
degradar a parede celular da planta hospedeira. Dentre as principais enzimas estédo as
endopoligalacturonases, responsaveis por degradar o polimero de pectina. A planta por
sua vez ativa seus mecanismos de defesa produzindo proteinas inibidoras de
poligalacturonases (PGIPs) que limita o potencial destrutivo do fungo. No trabalho de
Oliveira et. al (2008), mostrou-se a caracterizacdo da expressdo de genes de
endopoligalacturonases e PGIP em hastes de feijdo (Phaseolus vulgaris L.) infectado
com S. sclerotioum para determinar sua associacdo com o processo de infeccdo. Sob
condigdes de patogenicidade, os genes correspondentes a endopoligalacturonase do
fungo S. sclerotiorum PG1 foram altamente expressos durante a infecgédo; o gene PG3
foi regulado durante as ultimas fases de infecgdo; PG5 apresentou niveis constantes de
expresséo; e os genes PG6 e PG7 apresentaram expresséo reduzida. Esses resultados
fornecem evidéncias de que as endopoligalacturonases contribuem para o processo de
infecgdo durante a fase de colonizacdo, promovendo a liberacdo de
oligogalacturonideos que sdo poderosas moléculas sinalizadoras podendo ativar a
resposta de defesa da planta, como a sintese de proteinas inibidoras de
poligalacturonases (OLIVEIRA et al., 2008). Assim, ndo apenas um unico gene, mas
familias génicas podem ser responsaveis por caracteristicas de patogenicidade em
diversos sistemas e em diferentes estadios de desenvolvimento do fungo e evolugéo da
doenca.

Da mesma maneira, Mendes (2008) avaliou a expressdo de genes de
endopoligalacturonase em Fusarium moniliforme durante a infec¢ao de cana-de-agucar.
Esses genes avaliados sao expressos pelo F. moliniforme durante todos os estagios de
infecgao, incluindo contato inicial com o hospedeiro, resposta a defesa da planta,
aquisicao de nutrientes e fase necrética (DI PIETRO; RONCERO, 1998; KAHMANN;
BASSE, 2001). Para G. citricarpa, a fase necrotréfica € uma das mais importantes
(SCHINOR et al., 2002), na qual ha a producdo de esporos em restos culturais do
campo. Dessa forma, a participacdo de enzimas degradadoras € fundamental, uma vez
que a parede celular é a principal barreira das plantas contra patégenos. Outros genes
devem desempenhar importante papel na infecgdo, visto que durante a penetracéo

ativa os fitopatogenos secretam um conjunto de enzimas hidroliticas, incluindo
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cutinases, celulases, pectinases e proteases (KNOGGE, 1996). Para vencer essa
barreira o patdogeno secreta enzimas degradadoras da parede celular, as quais atuam
quebrando os polimeros da parede em moléculas que servem como alimento, além de
abrir a via de infecgado através do tecido da planta (ANNIS; GOODWIN, 1997). As
pectinases e cutinases sdo as primeiras enzimas extracelulares produzidas durante a
infeccdo do hospedeiro, e as do tipo ‘endo’ sdo consideradas o principal fator de
maceragao da parede em doencgas de podridao (SELLA et al., 2004). Estudos mostram
que a disrupcao de genes de endopectinases diminuem a viruléncia ou patogénese
tanto de fungos biotroficos quanto de necrotréficos (TEN HAVE et al., 1998; OESER et
al., 2002). Como a parede celular de frutos de laranja possui muita pectina (PERES,
1997), esse gene deve participar ativamente em G. citricarpa, uma vez que é importante
na degradagdo da casca para conseguir penetrar e colonizar o tecido. E importante
considerar que o processo de infecgdo e seus diferentes estagios sdo determinados
pela agao conjunta de varios genes.

Nos resultados obtidos por Mendes (2008), tanto a linhagem endofitica quanto a
patogénica de F. moliniforme apresentaram alta capacidade de coloniza¢do de cana-de-
acucar. Ambas as espécies produziram endopoligalcturonase, assim como o0s
resultados obtidos nesse trabalho. Na caracterizagdo desse gene, Mendes (2008)
observou que embora a agressividade da linhagem patogénica tenha se apresentado
mais severamente, o endofito também conduziu a planta a morte nas condigdes
avaliadas. No enddfito, o gene da endopoligalacturonase pgll/ foi mais expresso do que
no patdégeno. Isso se explica pelo fato desse gene possuir a capacidade de escapar do
reconhecimento de defesa da planta, assim, ele apresenta maior participagdo na
infecgdo pelo endéfito que pelo patégeno (ANDRE-LEROUX et al., 2005).

Dessa forma, €& bastante provavel que os produtos de genes vegetais ou
fungicos modulados durante a interagdo (induzidos ou suprimidos) tenham papel
essencial na sua regulagcdo. Sendo assim, dados da literatura tém mostrado a
existéncia de genes especificos para cada tipo de interacdo e também a presenga de
genes conservados entre interagdes patogénicas e simbidticas (SCHULZ; BOYLE,
2005; GUIMIL et al., 2005). Relagdes simbidticas entre fungos e plantas sé&o

amplamente encontradas na natureza, e resultam em interagdes que variam de
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mutualismos a parasitismos (KOGEL et al., 2006). Dependendo do balango dessas
interagdes, os fungos sdo descritos como patdgenos (relagdo desbalanceada onde o
fungo causa doenca) ou mutualistas (relagdo balanceada, em que os fungos
estabelecem algum tipo de simbiose com a planta, tais como a micorrizica, a endofitica
e a epifitica) (KOGEL et al., 2006).

Esses resultados mostram que tanto endofitos quanto patdégenos necessitam das
enzimas de degradagdo para colonizar as plantas. O que pode diferencia-los é o
reconhecimento pela maquinaria de defesa da planta, havendo um consdrcio no caso
de endofiticos, e um ataque quando patégenos (SCHULZ; BOYLE, 2005). E um fino
ajuste de interag&o entre os dois organismos. Esse fato também explica a razdo de uma
espécie ser considerada patogénica para uma planta e endofitica para outra. No caso
de Guignardia sp., G. citricarpa é agente causal de doengas em varias culturas além de
citros, como abacate e tomate (BAKER, 1938), arroz (SUGHA et al., 1986), citros
(McONIE, 1964; JOHNSTON), eucalipto (CROUS et al., 1993). Entretanto, G.
mangiferae foi isolada de Citros de material aparentemente sadio, sendo classificados
como endofitos (CARROLL, 1986; PETRINI, 1991; LEUCHTMANN et al., 1992,
GLIENKE, 1995).

Existe um limiar muito pequeno entre as espécies patogénicas e endofiticas
(SCHULZ; BOYLE, 2005). Os principais mecanismos de estabelecimento do fungo s&o
iguais entre eles, havendo apenas um reconhecimento por parte da planta. Assim, as
duas espécies possuem esse mecanismo, mostrando que um grupo ou familia de
genes, nesse caso, se faz responsavel pelo estabelecimento da infecgdo. Caso que nao
ocorre na interagdo bastante conhecida entre o fungo endofitico Epichloé festucae e
gramineas, onde foram realizados ensaios de interrup¢cao génica e observou-se que
com a mutagdo em um unico gene, NoxA, o fungo passou de uma condigdo simbiotica
com a planta para antagonista. (TANAKA et al., 2006).

Isso mostra a ténue e complexa relagdo entre uma interacdo planta-
microrganismo, que pode se alterar em diferentes condi¢des, situagdes e ambientes.
Autores discutem, inclusive, a existéncia de uma co-evolugao entre plantas e fungos
patogénicos (BARBIERI; CARVALHO, 2001). Outros autores também analisam a
hipotese de que ocorre um balango antagbnico entre viruléncia de endofiticos e
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respostas de defesa da planta resultam em uma colonizag&o assintomatica (SCHULZ;
BOYLE, 2005).

Das cerca de 100.000 espécies fungicas que ja foram descritas
(HAWKSWORTH, 2004), aproximadamente dois tergos estabelecem intimas relagdes
com outros organismos vivos, tais como parasiticas, comensalisticas ou mutualisticas
(BARBIERI; CARVALHO, 2001). Tanto fungos como as plantas sofrem inumeras
modificagdes morfoldgicas e fisioldgicas durante o desenvolvimento da interagdo. Isso
se deve principalmente a um complexo e refinado mecanismo de regulagédo génica.

Inimeros trabalhos tém sido realizados mostrando a importancia do
conhecimento desses genes, tanto expressos diferencialmente entre o tipo de interagao
(em especial com ag¢ao no proprio fungo), como interferindo e modulando genes nas
plantas hospedeiras (RODRIGUEZ; REDMAN; KIM, 2007). De modo geral, essas
interagdes ainda precisam ser bastante estudadas e avaliadas a fim de um melhor
entendimento da sua dinamica e desenvolvimento, em especial as relagdes existentes
no patossistema formado por Guignardia citricarpa e Citros.

Dessa forma, fica evidenciado que a diferenga entre endéfitos e patdgenos de
Guignardia sp. pode nao estar relacionada a estrutura genémica, mas sim a regulagao
da expressdo de genes chaves na interagdo com a planta hospedeira. Porém, um
estudo de infecgdo mostrando a diferenca de expressdo entre os genes de
endopoligalacturonase durante os estagios de infecgdo da planta, bem como em

condi¢cbdes de campo, ainda devem ser investigados.
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Figura 3 - . Arvore filogenética dos isolados endofiticos (G. mangiferae) e patogénicos (G. citricarpa) do
género Guignardia obtida por meio de sequéncias da regido do gene de
endopoligalacturonase

2.3.3 Transformagdo genética de Guignardia citricarpa via Agrobacterium
tumefacines

2.3.3.1 Teste de sensibilidade a higromicina B

Para a adaptacdo de um protocolo de agrotransformacéo eficiente para o fungo
Guignardia citricarpa, alguns pré-testes foram realizados a fim de estipular a
concentragdo do antibidtico higromicina B a ser utilizada para a selegdo dos
transformantes, uma vez que o cassete génico do vetor de transformacédo pFAT-gfp
possui 0 gene hph, que confere resisténcia a esse antibidtico. Assim, a resisténcia do
isolado selvagem 12P de G. citricarpa foi testada em placas de Petri contendo meio
BDA acrescidos de concentragdes crescentes de higromicina B (25; 50; 75; 100; 150 e
200 pg.ml'1). Foi observado que a partir da concentracao de 50 pg.mL'1 desse
antibiético ndo houve crescimento fungico, sendo determinada essa a concentragao
minima inibitéria (CMI) do crescimento desse fungo. Para os experimentos de
transformacao por Agrobacterium, foi utilizada a concentragdo de 75 pg.ml'1 a fim de
assegurar a confiabilidade dos resultados.

A sensibilidade de fungos a higromicina B é bastante variavel, sendo altamente
especifica para cada organismo. O uso de diferentes concentragées desse antibiotico
nos meios seletivos ja foram apontados como 50 pg.mL"' (GORFER et al., 2007;
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FAVARO, 2009), 100 ug.mL™ (FITZGERALD et al., 2003), 150 ug.mL™ (ZHONG et al.,
2007) e 200 ug.mL™"' (MATA et al., 2007; ROMAO, 2010). Assim, é importante a
determinagao da concentracdo minima inibitéria para cada fungo e/ou linhagem a ser

transformado(a).

2.3.3.2 Teste de crescimento sobre diferentes tipos de membranas e meio de
indugao (IM)

Quanto a capacidade do fungo G. citricarpa crescer sobre diferentes tipos de
membranas (papel de filtro, éster de celulose e nylon) observou-se que ele foi habil em
crescer nas trés condi¢gdes, bem como no meio de cultura IM, podendo ser realizados
os ensaios de transformacgao genética via Agrobacterium utilizando-se esses trés tipos
de materiais. Além disso, esse teste mostrou que aos 3 dias apds a inoculagéo o
crescimento micelial atingiu cerca de 0,5 cm de didmetro. Assim, trés dias anteriores a
etapa de co-cultivo com as células bacterianas de Agrobacteruim, o fungo G. citricarpa

foi inoculado, facilitando a possibilidade de infecgao das hifas ja em desenvolvimento.
2.3.3.3 Agrotransformacgao de Guignardia citricarpa

Uma técnica bastante utilizada na transformagdo genética de fungos
filamentosos é a transformacdo mediada pela bactéria fitopatogénica Agrobacterium
tumefaciens (ATMT), que vem sendo muito utilizada para transferéncia de genes e
como ferramenta para mutagénese insercional (ABUODEH et al., 2000; BLAISE et al.,
2007). Baseando-se nesse sistema natural de transferéncia de genes de procarioto
para eucarioto, essa técnica num primeiro momento foi usada como estratégia para
transferir genes de interesse comercial as plantas. Em fungos, o método foi
primeiramente descrito por Bundock et al. (1995) para transformagdo de
Saccharomyces cereviseae, e posteriormente aplicado aos fungos filamentosos (de
GROOT et al., 1998). Desde entdo, tem sido empregado com sucesso para inumeras
espécies fungicas de interesse agricola, industrial e médico, incluindo membros dos
filos Ascomicota, Basidiomicota, Zigomicota e também Oomicota (MICHIELSE et al.,
2005; LACROIX et al., 2006; FAVARO, 2009).
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Entretanto, embora seja grande o numero de espécies fungicas ja descritas
como passiveis de serem transformadas via A. tumefaciens, ainda nao havia sido
descrita essa metodologia para fungos do género Guignardia. Considerando a
importancia do patégeno G. citricarpa, torna-se particularmente interessante
estabelecer um sistema eficiente de transformacao para essa espécie.

Sendo assim, esse trabalho visou a obtengcdo de um protocolo de transformacéao
genética para Guignardia citricarpa. Os primeiros passos foram a adaptagdo e
otimizacdo da técnica de transformagdo genética mediada por Agrobacterium
tumefaciens. Os experimentos foram baseados no trabalho exposto por De Groot et al.
(1995), com as modificagdes especificas para G. citricarpa. Para avaliar a eficiéncia da
metodologia de agrotransformacédo, neste trabalho alguns parametros foram avaliados
num primeiro ensaio, dentre eles o tipo de membrana (papel de filtro, éster de celulose
e nylon); tempo de co-cultivo entre os micélios do fungo com as células bacterianas (48
e 96h); e ainda, concentragdo do agente indutor de viruléncia da bactéria durante o
processo de transformacdo, acetoseringona (AS) (200 e 400 pM). Além desses
paramentros, outros ainda podem ser testados, uma vez que as condi¢cbes 6timas para
obtencao de altas frequéncias de transformacao sédo especificas para cada fungo e/ou
linhagem a ser transformada. Michielse et al. (2005) descrevem diferentes fatores como
determinantes da eficiéncia de transformacéo, entre eles, a linhagem de Agrobacterium,
o material fungico inicial, a concentragao de acetoseringona, as condi¢gbdes de co-cultivo
e o tipo de membrana.

Os resultados deste trabalho (Tabela 3) mostram que a obtencdo de
transformantes de G. citricarpa foi possivel a partir de todas as condi¢gdes adotadas e
que as diferentes condigbes praticamente nao originaram diferentes eficiéncias de
transformagao. Mesmo assim, as condigdes que apresentaram melhor eficiéncia (maior
numero de transformantes por condigdo) para o experimento de transformagao genética
de G. citricarpa mediado por A. tumefaciens foram de 96 horas de co-cultivo, em meio
contendo 200 uM de AS, com micélios crescendo sobre membrana de éster celulose
(Millipore; 0,45 cm de porosidade). Com esses parametros estabelecidos para G.
citricarpa, outros dois experimentos seguindo essas condi¢gées foram realizados, para

aumentar o numero de transformantes e também, para avaliar a repetibilidade do
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protocolo estabelecido. Os transformantes foram obtidos quando acetoseringona estava
presente tanto no meio de crescimento das bactérias quanto durante o co-cultivo. Na
auséncia de acetoseringona, nenhum transformante foi recuperado. Este composto
fendlico funciona como um indutor da expressao dos genes de viruléncia (vir) (GELVIN,
2003) e é essencial para a transferéncia do T-DNA, como tem sido observado para
outros fungos (MICHIELSE et al., 2005).

No total dos trés experimentos, foi obtido um banco de 175 transformantes
resistentes a higromicina B e expressando GFP, apds cerca de 60 dias de incubacéo.
Esse é um resultado curioso que difere bastante da maioria dos fungos que ja foram
agrotransformados. A habilidade natural de crescimento de G. citricarpa em meio de
cultura BDA é muito lenta, com cerca de 15 dias de crescimento, até que tome toda a
placa de Petri. Trabalhos mostram a obtencido prontamente de transformantes, com 7
dias em Epicoccum nigrum (FAVARO, 2009) e até com apenas 4 dias em Trichoderma
virens (ROMAO, 2010).

Além disso, o numero de transformante também difere bastante dos resultados
encontrados na literatura. Isso também se deve ao fato de que G. citricarpa foi
agrotransformada com micélio como material inicial da transformac&o. Outros fungos
mais vorazes no crescimento, esporulam naturalmente em condi¢gées laboratoriais
(placa de Petri com meio de cultura apropriado). Assim, como material inicial de
transformacdo pode ser utilizado seus esporos, ou conidios, o0 que aumenta
substancialmente o numero de transformantes gerados, e em menos tempo.
Geralmente, o aumento de células fungicas leva ao aumento no numero de
transformantes (ZWIERS; WAARD, 2001; ROLLAND et al., 2003; REIS et al., 2004,
ROGERS et al., 2004; ZEILINGER, 2004). Fato observado também por Mikosch et al.
(2001), demonstrando que o uso de esporos germinados levou a maior formagao de
transformantes contendo multiplas cépias do T-DNA do que a utilizagdo de micélio.
Outros exemplos sédo para Venturia inaequalis, em que FITZGERALD et al. (2003)
obtiveram um maximo de 223 transformantes por 200 mg de micélio, enquanto que para
Verticillium fungicola, 4068 transformantes por 10° conidios foram obtidos (AMEY et al.,

2002). Além disso, Romao (2010) comprova essa hipdtese pois mostra que o uso de
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uma maior concentracdo de esporos levou a formagdo de um maior numero de
transformantes em T. Virens.

Diferentes membranas, tais como nitrocelulose, nylon (Hybond), celofane e papel
de filtro, tém sido usadas na etapa de co-cultivo de diversos protocolos. De maneira
geral, membranas de nitrocelulose e Hybond C tém proporcionado menores eficiéncias
de transformacao (MICHIELSE et al., 2005; VIJN; GOVERS, 2003) do que papel de
fitro e Hybond N* (ZEILINGER, 2004). Favaro (2009) observou que um aumento
expressivo no numero de coldnias resistentes foi obtido quando membranas de nylon
foram empregadas no co-cultivo. O mesmo também foi relatado para A. fumigatus
(SUGUI; CHANG; KWON-CHUNG, 2005) e para o oomiceto Phytophthora infestans
(VIIJN; GOVERS, 2003).

A alteracdo no tempo de co-cultivo também tem revelado variagao na eficiéncia
de transformacgado. Para a maioria das espécies fungicas, o tempo de co-cultivo por 48
horas resultou em uma maior eficiéncia de transformacéo (De GROOT, 1998; MULLINS
et al.,, 2001; RHO et al.,, 2001; LEAL et al., 2004; WELD; EADY; RIDGWAY, 2006;
ZHONG et al., 2007), entretanto, em alguns casos a extensdo desse tempo pode
resultar em um maior numero de transformantes (COMBIER et al., 2003), como
observado nesse trabalho (Tabela 3) e em outros fungos, tais como F. oxysporum
(MULLINS et al., 2001), Beauveria bassiana (LECLERQUE et al., 2004), Colletotrichum
graminicola (FLOWERS; VAILLANCOURT, 2005), Cryptococcus neoformans
(McCLELLAND; CHANG; KWON-CHUNG, 2005), Magnaporthe oryzae (BETTS et al.,
2007), C. falcatum e C. acutatum (MARUTHACHALAM et al.,, 2008) e Epicoccum
nigrum (FAVARO, 2009).

O fungo G. citricarpa possui a massa micelial altamente pigmentada e a parede
espessa, fatores que podem dificultar a transformagao, como também foi demonstrado
para C. minitans (ROGERS et al., 2004) e E. nigrum (FAVARO, 2009). A utilizacdo dos
fragmentos miceliais também resultou em setores resistentes a higromicina B (dados
nao mostrados).

De modo geral, os resultados obtidos mostraram que as condi¢gdes escolhidas
para a agrotransformacédo de G.citricarpa foram consistentes para a obtencédo de

transformantes. A Figura 4 mostra o aspecto das placas do experimento de
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transformacdo 60 dias apds a transferéncia das membranas para o meio seletivo
contendo higromicina B. O estabelecimento do sistema de transformagdo por
Agrobacterium para G. citricarpa possibilita a geragao de transformantes e o uso dessa
ferramenta para estudos de mutagénese insercional e interrupgao génica visando a
identificagdo de genes importantes, como os envolvidos com os mecanismos de

patogenicidade utilizados por esse fungo.

Figura 4. Aspecto das colbnias de G. citricarpa crescendo sobre diferentes tipos de membrana: A
— Papel de filtro; B — Nylon; C — Ester de celulose. D — Isolado selvagem 12P de G.
citricarpa. E — Experimento de agrotranformacéo, etapa de co-cultivo; F — Crescimento
dos transformantes de G. citricarpa resistentes a higromicina B. Nota-se que ndo houve
modifica¢cdes morfoldgicas dos transformantes quando comparados ao isolado selvagem
12P

Tabela 3 - Eficiéncia da agrotransformacgao genética de G. citricarpa sob influéncia de diversos
parametros testados

NUMERO DE

VARIAVEL CONDIGAO TRANSFORMANTES
Ester de celulose * 37
Membrana Papel de filtro 33
Nylon 26
Concentragao 200~ 49
de AS (uM.mL") 400 37
Tempo de 48 30

co-cultivo (h) 96 * 56
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2.3.2.4 Estabilidade mitotica dos transformantes

A estabilidade mitética dos transformantes de G. citricarpa foi avaliada apds a
repicagem destes em meio de cultura nao seletivo (sem higromicina B) e observagao do
micélio sob microscopio de epifluorescéncia. Apds 5 passagens sucessivas nesse meio,
os transformantes foram repicados para o meio de cultura seletivo, contendo 75 pg.mL'1
de higromicina B. Os resultados mostram que 82% dos transformantes mantiveram o
fendtipo de resisténcia a higromicina B e expressao da proteina verde fluorescente
(GFP). Altas taxa de estabilidade mitotica também foram descritas para diferentes
espécies fungicas transformadas com gene gfp pelo sistema Agrobacterium
(FITZGERALD et al., 2003; GORFER et al., 2007; MARTINO et al., 2007; DUARTE et
al., 2007; WANG,; LI, 2008). Foi observada também uma alta taxa de formagao de
setores nos transformantes. A formacdo de setores em G. citricarpa pode estar
relacionado a perda de RNAdf (KAVA-CORDEIRO et al., 2008).

Transformantes escolhidos aleatoriamente foram analisados por microscopia
optica de epifluorescéncia (MOF) (Figura 5). A emissao de fluorescéncia foi observada
nas hifas de todos os transformantes avaliados, mostrando a estabilidade desses
transformantes, resultado de uma sintese estavel de mRNA e sua traducéo.

Nas hifas do isolado selvagem 12P de G. citricarpa nao foi detectada
fluorescéncia, sendo utilizado como controle. A expressdo da GFP foi distribuida ao
longo das hifas, sendo que se pode notar alguns segmentos de hifas com expresséao
reduzida ou sem expressao de GFP (Figura 5d). Em L. maculans (ECKERT et al.,
2005), esse mesmo padrédo de expressao da GFP foi relatado, onde a analise por
microscopia de luz dos segmentos de hifas sem expressao revelou que estas regides
apresentavam células colapsadas em hifas mais velhas. A distribuicdo nao uniforme de
fluorescéncia nas hifas de algumas espécies de fungos tem sido relacionada a exclusao
de GFP dos vacuolos e mitocéndrias, com acumulo abundante desta proteina nos
nucleos e citoplasma (FERNANDEZ-ABALOS et al., 1998).
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Figura 5 — Confirmagéo da insergdo do gene da GFP do vetor pFAT-gfp no genoma de transformantes de
G. citricarpa por microscopia Optica de espifluorescéncia (MOF). a: Controle negativo, isolado
selvagem 12P, micélio sem fluorescéncia (200X); b: Controle negativo, isolado selvagem 12P,
hifas sem fluorescéncia (400X); c: Isolado selvagem 12P sob microscopia 6ptica, aspecto das
hifas (400X); d-e: Transformante de G. citricarpa exibindo micélio com fluorescéncia, nota-se
que ha partes das hifas onde se observa maior intensidade da fluorescéncia (d 100X; 400X); f:
Transformante de G. citricarpa crescido em meio liquido mostrando micélio com fluorescéncia,
nota-se que as hifas parecem apresentar aspecto mais fino, provavelmente devido ao
crescimento em meio liquido (400X); g-i: Transformante de G. citricarpa sob os diferentes tipos
de filtros de luz, vermelha (g) e verde (h) e com a sobreposi¢cdo de ambos (i). Observam-se
hifas emitindo fluorescéncia (400X)



81

2.3.3.5 Confirmagao da transformacao por PCR e analise de Southern Blot

A transformacgédo genética de G. citricarpa mediada por A. tumefaciens foi
confirmada por PCR e Southern Blot. Sete transformantes resistentes a higromicina B
foram selecionados ao acaso para confirmagéo via PCR da presenga do gene hgr no
plasmideo pFAT-gfp. Os resultados (Figura 6) mostram a amplificacdo de um
fragmento de 600 pb correspondente ao gene hph de higromicina B em todos os
transformantes testados bem como no vetor pFAT-gfp. A amostra do isolado selvagem

12P nao apresentou nenhum produto de amplificagdo, como ja esperado.

M1 23 45 6 78 9 M

Figura 6 — Amplificagdo do gene hph por PCR, utilizando os primers hph1 e hph2 (MALONEK;
MEINHARDT, 2001), de 7 transformantes do isolado 12P de G.citricarpa. Na linha 1 nao
houve amplificagcdo a partir do DNA do isolado selvagem 12P; nas linhas 2-8 observam-se
os fragmentos de DNA amplificados (600 pb) dos sete transformantes escolhidos ao acaso;
na linha 9 representa-se o segmento de DNA amplificado do vetor pFAT-gfp, como controle
positivo; e nas linhas M mostram-se o marcador de peso molecular 1 kb (Fermentas)

O numero de coépias do T-DNA inseridas ao acaso no genoma dos
transformantes de G. citricarpa foi avaliada por Southern Blot com o0 uso de uma sonda
contendo a sequéncia do gene gfp (700 pb). Quatro transformantes foram escolhidos de
maneira aleatéria e a analise revelou a confirmagédo da integracdo de T-DNA no
genoma dos transformantes e também mostrou o niumero de cépias dessa insergéo. Os
resultados apresentados indicam que houve diferentes pontos de integragéo, pois entre
os transformantes se observa a deteccao de bandas de diferentes tamanhos (Figura 7).
Em dois dos transformantes analisados foi observada a insercdo de mais de uma cépia

do DNA exdgeno em seu genoma. No isolado selvagem 12P de G. citricarpa n&o foi
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detectado nenhum sinal de hibridizagdo, conforme esperado. O vetor pFAT-gfp
apresentou uma banda de 15 kb, aproximadamente. Os reultados obtidos nesse
trabalho discordam com os obtidos para varias espécies de fungos que tém sido
transformadas por A. tumefaciens e apresentam na maioria das vezes, a inser¢cao de
copias unicas no seu DNA (MICHIELSE et al., 2005; WALTON; IDNURM; HEITMAN,
2005; JEON et al., 2007; BLAISE et al., 2007; HUSER et al., 2009).

15 kb

Figura 7 — Hibridizacdo de Southern blot de 3 transformantes do isolado 12P de G. citricarpa. 15 ug de
DNA gendémico foram clivados com a enzima de restricdo EcoRl, a qual corta o T-DNA duas
vezes e nao corta internamente o gene gfp, e transferidos para membranas de nylon e
hibridizados com uma sonda de fragmento de 700 pb do gene gfp. Linha 1 contém o vetor
pFAT-gfp utilizado como controle positivo; linha 2 mostra o isolado selvagem 12P de G.
citricarpa, utilizado como controle negativo; linhas 3-5 apresentam os isolados transformados,
escolhidos ao acaso. As setas indicam as bandas visualizadas

2.3.3.6 Andlise das regioes que flanqueiam a inser¢ao do T-DNA

A identificacdo das regides que flanqueiam a inser¢ao do T-DNA no genoma dos
transformantes foi realizada utilizando a técnica TAIL-PCR (LIU et al., 1995). Foram
avaliados transformantes aleatérios do isolado 12P de G. citricarpa. As reagdes de

TAIL-PCR foram consideradas positivas quando a reacgao terciaria produziu um ou mais
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fragmentos do tamanho esperado (Figura 8), com base na posigdo de anelamento dos
primers especificos para as bordas do T-DNA (FAVARO, 2009).

Utilizando os primers especificos para a borda esquerda (LB) do vetor pFAT-gfp
gentilmente cedidos pela Dra. Léia Cecilia de Lima Favaro, em combinagdo com os
primers arbitrarios AD1, AD2 e AD3 (LIU et al., 1995), foi possivel obter produtos de
amplificagdo unicos com uma banda de massa molecular de 250 pb (Figura 9).

A anadlise das sequéncias que flanqueiam a borda esquerda (LB) do T-DNA foi
realizada para 8 transformantes. Com o sequenciamento, foi revelada a sequéncia
intacta da borda esquerda, correspondendo a sequéncia do proprio plasmideo pFAT-
gfp, mostrando que houve a inser¢do ndo somente do T-DNA, mas também do vetor
binario. Dados semelhantes ja foram observados mostrando a elevada frequéncia de
integracdo de DNA plasmidial em outros fungos como C. lagenarium, onde as
sequéncias do vetor binario foram encontradas em 43% das sequéncias analisadas
(TSUJI et al., 2003), em C. graminicola, onde 70% dos transformantes apresentaram
integracdes em tandem de todo o plasmideo Ti (FLOWERS; VAILLANCOURT 2005), e
também em Trichoderma reesei (ZHONG et al., 2007), Botrytis cinerea (ROLLAND et
al., 2003) e em E. nigrum (FAVARO, 2009). A recuperacdo de sequéncias do vetor
binario adjacentes a borda esquerda do T-DNA indica a ocorréncia de uma falha na
clivagem desta regi&o quando a transferéncia foi iniciada. Durante a transformacéao
mediada por A. tumefaciens a transferéncia do DNA inicia na borda direita e termina na
borda esquerda, resultando na transferéncia de todo o DNA localizado entre estas
bordas (FAVARO, 2009). Além disso, foram encontradas similaridades com regides
identificadas como transposons e microssatélites.

O resultado do sequenciamento também revelou elevada identidade com
sequéncias de proteinas depositadas no GenBank. O transformante 15 apresentou
similaridade (98%) com uma proteina hipotética de Pseudomonas sp. denominada
Adenilil sulfato redutase (CAP03145.1), que é responsavel por catalisar reagbes com
sulfato, reduzindo-o a sulfito, muito utilizada por bactérias, para respiracdo (LAMPREIA
et al., 1991).
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Ja o transformante 27 apresentou alta similaridade (96%) com a proteina
hipotética Metil-coenzima M redutase (CBF64720.1) de Sclerolinum contortum. Essa
enzima é responsavel pela formacao microbiana de metanol (ERMLER et al., 1997).

Outra proteina identificada para o transformante 49 mostrou alta similaridade
(90%) com N-acetilglucosaminil-transferase (CAD90583.1) de Bradyrhizobium sp.,
enzima da categoria das glicosiltransferases, com o papel de catalisar reagbes de
transferéncia de acgucares. O resultado da transferéncia de glicosil pode ser um
carboidrato, um glicosideo, um oligossacarideo ou um polissacarideo. Algumas
glicosiltransferases podem também catalisar a transferéncia de fosfato inorganico ou
agua. Glicosil transferéncia pode, ainda, ocorrer em residuos de proteinas, geralmente
de tirosina, serina e treonina (CHOU; JUNGALWALA, 1996).

Esses resultados demonstram que a transformagao mediada por A. tumefaciens
€ uma ferramenta util para mutagénese insercional de G. citricarpa, € que a
metodologia otimizada desenvolvida neste trabalho pode ser utilizada para identificagao

de genes envolvidos em diferentes processos metabdlicos nesse fungo, em especial,

aqueles envolvidos nos processos de patogenicidade.
M g 42 27 M

Figura 8 — Analise em gel de agarose dos produtos gerados por TAIL-PCR (Thermal Asymmetric
Interlaced Polymerase Chain Reaction) a partir de 3 transformantes (g, 42 e 27), elegidos ao
acaso, de G. citricarpa. A amplificagao desses transformantes foi realizada com os primers
especificos da borda esquerda do T-DNA do vetor pFAT-gfp (LB1-1, LB2-2 e LB3-1) e com o
primer arbitrario degenerado AD2. A figura representa, para cada transformante (da
esquerda para direita), os produtos das reacgbes primarias, secundarias e terciarias do
protocolo. E possivel visualizar as diferencas de tamanho entre os produtos das reacées
secundarias e terciarias, com base na posi¢cao de anelamento dos primers especificos. Linha
M contém o Marcador de massa molecular 1Kb (Fermentas)
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Figura 9 — Analise em gel de agarose dos produtos gerados por TAIL-PCR (Thermal Asymmetric
Interlaced-Polymerase Chain Reaction) a partir de 7 transformantes representativos do
isolado 12P de G. citricarpa. A amplificacdo desses transformantes foi realizada com os
primers especificos da borda esquerda do T-DNA do vetor pFAT-gfp (LB1-1, LB2-2 e LB3-1)
e com o primer arbitrario degenerado AD2. Linhas 1-8 representam os produtos das reagdes
terciaria do protocolo. Os produtos de amplificacdo que representam as jungdes do T-DNA
com o genoma do fungo estdo representados pelas bandas (~ 250 pb). Linha M contém o
marcador de massa molecular 1Kb (Fermentas)

2.3.3.7 Caracterizagao dos transformantes

Nesse trabalho, apds o estabelecimento de um protocolo de transformacao
genética de G. citricarpa mediada por A. tumefaciens, um banco de transformantes
resistentes a higromicina B e expressando a proteina GFP foi gerado, permitindo
diversos tipos de investigacdo, abrindo novas fronteiras de estudos. Assim, os
transformantes do isolado 12P de G. citricarpa foram avaliados quanto a similaridade
morfologica e fisiologica com o isolado selvagem 12P.

Os resultados mostraram que com a transformagao genética, o crescimento em
meio BDA a 28° C nao foi alterado, mantendo-se as caracteristicas morfoldgicas iguais
as do isolado selvagem. Ambos apresentaram taxa de crescimento semelhante,
crescimento lento, micélio grosso e de coloragdo nao alterada (Figura 4). Romao
(2010) também nao observou diferengas quando comparou transformantes de T. Virens
com sua linhagem selvagem original. Diversos trabalhos na literatura demonstram que a

geracdo de transformantes pode originar um grande numero de mutantes que se
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apresentam morfologicamente diferentes das linhagens/isolados que os originou,
mudando de textura, taxa de crescimento e coloragdo (FAVARO, 2009; ).

Para a abordagem fisioldgica, 15 transformantes foram avaliados quanto a
capacidade de producdo de enzimas hidroliticas em meio sélido (HANKIN;
ANAGNOSTAKIS, 1975). No grafico 2 pode-se observar os valores encontrados para a
secrecao de pectinase. As analises foram realizadas pelo método semi-quantitativo, em
meios de cultura seletivos, avaliando a produgao por meio do halo de degradagdo em
meio solido, formado em placas de Petri.

Os resultados mostram que para protease, ndo houve deteccdo de producio
para nenhum transformante, bem como para o isolado selvagem 12P. Para as enzimas
lipase e esterase, as producdes dos transformantes foram similares as do isolado
selvagem 12P de G. citricarpa, ndo havendo diferengas significativas na secregao
dessas enzimas (dados ndo mostrados).

Ja para pectinase, houve diferengas para alguns transformantes, quando
comparados a produgao pelo isolado selvagem 12P (Grafico 2). Dos 15 transformantes
aleatdrios analisados, 5 apresentaram uma produgéo similar ao isolado selvagem 12P,
enquanto que 10 deles apresentaram uma produgéo estatisticamente significativamente
diferenciada, houve uma menor quantidade de secrecdo dessa enzima. Esses
resultados mostram que pode ter ocorrido alguma alteragdo na capacidade de produgéo
dessas enzimas devido a transformagdo genética via A. tumefaciens pela qual
passaram. Mais uma vez, observa-se o papel da enzima endopoligalacturonase nos
mecanismos de patogenicidade do fungo G. citricarpa.

Esses transformantes se mostraram com estabilidade mitética preservada
quanto a insercdo do DNA exdégeno que receberam, apresentando um fendtipo
resistente a higromicina B e expressando a GFP. Assim, outras modificagdes
certamente ocorreram no genoma desses transformantes afetando seu metabolismo e
devem ser investigadas. Uma delas pode ter sido na deficiéncia da produ¢do da enzima

pectinase.
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Grafico 2 -Perfil da produgdo de pectinase por agrotransformantes de G. citricarpa. Valores médios, com
trés repeticdes cada. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(alfa = 0,05)

2.3.4 Interagao entre Guignardia citricarpa e Citrus sp.

O estabelecimento de uma metodologia de transformagdo genética para G.
citricarpa foi realizada com sucesso neste trabalho. Isso permite estudos de
mutagénese insercional além de knockout génico, buscando a fungdo de diversos
genes no metabolismo do fungo, merecendo especial atengdo, aqueles que possam
estar ligados a caracteres de patogenicidade. A técnica também proporcionou a analise
da interacao desse patdgeno com Citrus sp., uma vez que o vetor inserido no genoma
fungico possui o cassete de expressado da proteina GFP, permitindo o monitoramento
do comportamento de G. citricarpa quando inoculados em frutos de laranja. A
capacidade de germinagcdo do fungo, bem como seu desenvolvimento € modo de
colonizagdo e infecgdo, foram investigados por meio de microscopia Optica de
epifluorescéncia (MOF). Além disso, observou-se a capacidade dos transformantes em

causar sintomas em frutos, por meio desse bioensaio de patogenicidade.
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2.3.4.1 Capacidade de formar sintoma — Bioensaio de patogenicidade

Para o bioensaio de patogenicidade, os esporos de G. citricarpa selvagem 12P e
de transformantes foram inoculados em frutos de laranja destacados até que os
sintomas tipicos de MPC (SPOSITO, 2003) fossem produzidos. A lesdo causada pela
doenca se caracteriza por manchas arredondadas na casca dos frutos, de coloracao
avermelhada num estagio inicial (Figura 10).

De forma generalizada, os resultados sao apresentados na Figura 10.
Utilizaram-se como controle primeiramente frutos somente com o ferimento, de modo
que essa etapa nao afetasse os resultados por meio da suposta producdo de
compostos de defesa pela planta, uma vez que sofreu um dano, e isso se confundisse
ou influenciasse os resultados para a formagao da lesdo caracteristica da enfermidade
(Figura 10a). Outro controle utilizado foi o da inoculacdo de esporos de isolados
endofiticos de G. mangiferae, de maneira que funcionou como controle negativo,
mostrando a ndo capacidade de formar sintoma em frutos (Figura 10b). O controle
positivo foi a inoculagdo de esporos do isolado selvagem 12P de G. citricarpa,
mostrando a lesdo formada em cascas do fruto (Figura 10c). Os esporos de outros
transformantes foram inoculados e observou-se a formag&o de sintomas tipicos (Figura
10d-f). Todos os transformantes inoculados apresentaram a capacidade de
desenvolvimento de sintomas. Com base nesse resultado, pode-se inferir que a
transformacao genética ndo afetou essa habilidade de causar lesbes, ou seja, como a
insercao do DNA exogeno é aleatéria no genoma do fungo, essa integragao ocorreu em
algum Joci que néo interferiu na patogenicidade dos fungos transgénicos. Quando se
pretende realizar uma mutagénese insercional dirigida, pode-se avaliar o potencial de
alguns genes hipotéticos de serem responsivos pelo carater patogénico dado a espécie,
como observado em diversos trabalhos na literatura, envolvendo os mais distintos
patossistemas, (RHO et al., 2001; COMBIER et al., 2003; ROGERS et al.,, 2004;
LECLERQUE et al., 2004; WALTON et al., 2005; WHITE; CHEN, 2007; ZHONG et al.,
2007; TALHINHAS et al., 2008). Com o estabelecimento da metodologia de
agrotransformacgao para G. citricarpa, futuros experimentos para esse fim podem ser

realizados de forma eficiente.
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Figura 10 — Bioensaio de patogenicidade mostrando a capacidade dos transfromantes de G. citricarpa em
produzir sintomas tipicos da doenga MPC. Laranjas inoculadas com G. citricarpa. a: Controle
negativo, s6 ferimento na casca; b: Controle negativo, ferimento inoculado com esporos da
espécie endofitica G. mangiferae, nota-se que nado ha desenvolvimento de sintoma
caracteristico, conforme esperado; ¢: Controle positivo, ferimento inoculado com esporos da
espécie patogénica G. citricarpa, se observa a formagéo do sintoma caracteristico da doenca
MPC; d: Sintoma caracteristico da doenga, causado pela inoculagcdo de esporos de
transformantes de G. citricarpa; e-f. Sintoma caracteristico da doenga, causado pela
inoculagdo de esporos de transformantes de G. citricarpa. Cortes sob |&mina esterilizada,
para observagado em microscopia 6ptica de epifluorescéncia (MOF)

2.3.4.2 Sintomas do bioensaio analisados sob MOF

Com base no bioensaio realizado, foram realizados cortes nos sintomas
classicos de MPC para observagao sob MOF, uma vez que os transformantes possuem
0 gene gfp inseridos, permitindo o monitoramento do comportamento destes na

colonizagéo das células de casca de laranja.
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De maneira geral, os resultados (Figura 11) mostraram que esse fungo coloniza
intensamente a superficie da casca de laranja, formando uma densa massa micelial em
torno das células epidérmicas. Além disso, a analise de cortes transversais também
revelou que G. citricarpa € capaz de penetrar o tecido hospedeiro e colonizar o espaco
intercelular das primeiras camadas da epiderme da casca do fruto.

A observagédo do material foi realizada utilizando-se dois filtros, FITC (459-490
nm) e Rodamina (546 nm), pois o fungo sé emite fluorescéncia sob filtro FITC, assim é
possivel distinguir claramente a real fluorescéncia do fungo em imagens sobrepostas,
sem o risco de afirmar nenhum falso resultado. Como controles, foram utilizados frutos
com sintomas resultantes da inoculagdo do isolado selvagem 12P de G. citricarpa
(Figrua 11a-c). Nota-se que o material vegetal emite certa fluorescéncia natural,
principalmente revelada com o uso do filtro Rodamina (Figura 11¢c), mas ao se
comparar com a fluorescéncia dos transformantes, percebe-se diferengca de
intensidade. O controle negativo foi a analise de l&minas contendo cortes de frutos
apenas com o ferimento, evitando que haja qualquer confusdo nas imagens ao
comparar a fluorescéncia do tecido da casca, que pode produzir substancias como
oleos (limoleno) e interferirem nos resultados. Ao observar as imagens, fica claro que
essa fluorescéncia nao influenciou os resultados (Figura 11d-f). A massa micelial dos
transformantes emite uma intensa fluorescéncia verde (Figura 11h;i), permitindo a
observagao da colonizagao do fungo por toda a superficie do tecido vegetal. Verifica-se
que o fungo coloniza primeiramente os espagos intercelulares do tecido vegetal (Figura
11j). Interessantemente, o comportamento do fungo parece comegar a emitir algum
orgéo de penetragdo, em estagio inicial, a fim de penetrar na célula (Figura 11k). Nas
primeiras camadas do tecido da casca, nas bordas do sintoma, observa-se a massa de
micélio formada, nos diferentes tipos de filtro, evidenciando na sobreposi¢ao destes, a
fluorescéncia do fungo transgénico (Figura 11m-o).

Esses resultados reforcam a utilidade da GFP como reporter no estudo da
interagdo planta-patdgeno, auxiliando nos estudos desses fungos, desvendando
comportamentos e fornecendo informacdes para tentar elucidar os mecanismos de
infeccdo adotados por eles, visando diminuir doengas fungicas importantes em culturas
de interesse econdmico para o pais e para o mundo, em especial, a MPC.
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Figura 11 — Imagens dos sintomas de MPC sob MOF. Os sintomas avaliados provém dos frutos utilizados
no ensaio de patogenicidade. a-c: Controle negativo, lesdo causada pelo isolado selvagem
12 P de G. citricarpa. Nota-se que ndo ha fluorescéncia emitida sob o filtro FITC (a,b),
apenas uma leve fluorescéncia vinda do tecido vegetal, captada sob filtro Rodamina (c)
(100X); d-f: Controle negativo, casca do fruto com ferimento, sem a infecgdo por
transformantes de G. citricarpa. Observa-se que ndo ha fluorescéncia sendo emitida, mesmo
com a sobreposicao dos filtros (d) FITC (f) e Rodamina (e) (100X); g-i: Constata-se a massa
micelial de um transformante de G. citricarpa crescendo por toda a superficie do tecido
vegetal, emitindo intensa fluorescéncia (200X); j: Colonizagdo inicial dos espacgos
intercelulares do tecido vegetal (200X); k: Nota-se a formagéo de algum 6rgéo de penetragao
celular, como haustdrio ou apressério (200X); I: Detalhe das células vegetais sendo
envolvidas pela massa micelial dos fungos transgénicos (100X); m-o: Detalhe do ferimento e
colonizagao das primeiras camadas de células vegetais (100X)
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3 CONSIDERAGOES FINAIS

Neste trabalho foram obtidos resultdos inéditos. Primeiramente, a caracterizacao
fisiologica de isolados endofiticos e patogénicos de Guignardia sp. em que foram
apresentados os perfis de secre¢cao de enzimas hidroliticas dos mesmos e, ao
compara-los, observa-se padrdes distintos entre essas duas espécies e, ainda,
confirmam a diferenga na produgcdo da enzima endopoligalacturonase anteriormente
observada em outro estudo.

A descricdo da sequéncia parcial do gene da endopoligalacturonase em
espécies de Guignardia sp. também & um resultado exclusivo, abrindo caminho para
maiores investigacbes sobre o envolvimento desse gene no processo de
patogenicidade de G. citricarpa. Além disso, a observagdo combinada desses dois
experimentos sugere que os diferentes niveis de expressdo do gene da
endopoligalacturonase podem determinar o comportamento endofitico ou patogénico de
Guignardia sp.

O presente estudo descreve pela primeira vez a transformacdo genética de
micélio de G. citricarpa mediada por Agrobacterium tumefaciens. O uso dessa
metodologia rendeu a obtencdo de transformantes resistentes a higromicina B e
expressando a proteina GFP, o que permitiu o0s estudos de monitoramento do
comportamento do fungo, bem como a colonizagdo de frutos de Citros. Assim, o0s
resultados forneceram informacgdes basicas sobre a interagdo de G. citricarpa e Citros
sp. A observagao dos sintomas de MPC na casca de frutos de laranja causados pela
inoculacdo de transformantes de G. citricarpa permitiu a visualizacdo de uma densa
massa micelial envolvendo principalmente os espacgos intercelulares das primeiras
camadas de células epidérmicas do tecido vegetal.

Essas informagdes contribuem para a compreensao do possivel papel da
endopoligalacturonase nos processos de patogenicidade do fungo G. citricarpa. Além
disso, o estabelecimento do sistema de agrotransformacao pode ser utilizado como
ferramenta para estudos de mutagénese insercional visando a identificacdo de genes
envolvidos na interacdo planta-patdgeno, em particular, os relacionados a

patogenicidade.
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Anexo A. - Genes de fungos fitopatogénicos utilizados para o alinhamento de sequéncias, incluindo sua
expressao durante a infecgao e o nimero de acesso no GenBank
continua)
GENE Microrganismo Classe Expressao durante a Fase de Numero de
infecgao expressao acesso no
GenBank
Acpg 1 Alternaria citri Dothideomycetes | Endopoligalacturonase | Contato AB047543
incial
AKT1 Alternaria alternata | Dothideomycetes | Biossintese de toxinas | Todos os | AB015351
Japanese estagios
AKT2 Alternaria Dothideomycetes | Biossintese de toxinas | Todos os | AB015352
estagios
AKTR-2 Alternaria Dothideomycetes | Biossintese de toxinas | Todos os | AB035493
estagios
AKT3-2 Alternaria Dothideomycetes | Biossintese de toxinas | Todos os | AB035494
estagios
AMT Alternaria alternata | Dothideomycetes | Biossintese de toxinas | Todos os | AF184074
estagios
odc1 Stagonospora Dothideomycetes | Biossintese de | Resposta a | AJ249387
nodorum poliamina e ornitina | defesa  da
decarboxilase planta
Aox1 Cladosporium Dothideomycetes | Alcool oxidase Resposta a | AF375246
fulvum defesa da
planta
Ecp1 Cladosporium Dothideomycetes | ? 214023
fulvum
Ecp2 Cladosporium Dothideomycetes | Avr Crescimento | Z14024
fulvum biotrofico
Avrd Cladosporium Dothideomycetes | Avr Crescimento | X78829
fulvum biotroéfico Y08356
Avr9 Cladosporium Dothideomycetes | Avr Crescimento | AF312694
fulvum biotroéfico
HCf1-5 Cladosporium Dothideomycetes | Hidrofobinas Contato
fulvum inicial
PKS1 Cochliobolus Dothideomycetes | Biossintese de toxinas | Todos os | U68040
heterostrophus estagios
chk1 Cochliobolus Dothideomycetes | MAP Kinase AF178977
heterostrophus
HTS1 Cochliobolus Dothideomycetes | Biossintese de toxinas | Todos os | M98024
carbonum estagios
TOXC Cochliobolus Dothideomycetes | Biossintese de toxinas | Todos os | U73650
carbonum estagios
TOXF Cochliobolus Dothideomycetes | Biossintese de toxinas | Todos os | AF157629
carbonum estagios
Ccsnf1 Cochliobolus Dothideomycetes | Regulagdo de genes AF159253
carbonum repressores catabolitos
PGN1 Cochliobolus Dothideomycetes | Endo- Todos os | M55979
carbonum exopoligalacturonase estagios
PGX1 Cochliobolus Dothideomycetes | Endo- Todos os | L48982
carbonum exopoligalacturonase estagios
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GENE Microrganismo Classe Expresséao durante a Fase de Numero de
infeccédo expressao acesso no
GenBank
PM-toxin Mycosphaerella Dothideomycetes | Biossintese de toxinas | Todos 0s | -
zeae-maydis estagios
Ptrl ToxA Pyrenophora tritici- | Dothideomycetes | Biossintese de toxinas | Todos os | U79662
repentis estagios
Ptrl ToxA Pyrenophora tritici- | Dothideomycetes | Biossintese de toxinas | Todos os | AF004369
repentis estagios
ToxB Pyrenophora tritici- | Dothideomycetes | Biossintese de toxinas | Todos os | AY007692
repentis estagios
PTK1 Pyrenophora teres | Dothideomycetes | MAP Kinase AF272831
Cht Lepthosphaeria Dothideomycetes | Cianido hidratase Estagio AF192405
maculans necroético
cel2 Lepthosphaeria Dothideomycetes | Celobiohidrolase Estagio AF240001
maculans necroético
AvrLm1 Lepthosphaeria Dothideomycetes | Gene Avr CT485794
maculans Vérios (48)
AvrVg Venturia inaequalis | Dothideomycetes | Gene Avr
Tom1 Septoria Dothideomycetes | Tomatinase Estagio final
lycopersici
CHT Gloeocercospora Dothideomycetes | Cianido hidratase Estagio M99044
sorghi inicial
SCD1 Fusarium Hypocreomycetes | Apressorio e | Contato BI201714
biossintese de | incial
melanina
cap20 Fusarium Hypocreomycetes | Apressorio Contato BI201677
inicial
CUtA Fusarium Hypocreomycetes | Cutinase, germinagdo | Contato U63335
de conidio e | inicial
penetragao
CutA Fusarium  solani | Hypocreomycetes | Cutinase Todos
f.sp. pisi estagios de | M29759
infeccao
MPG1 Fusarium Hypocreomycetes | Apressorio Contato B1190870
inicial
CTF1p Fusarium Hypocreomycetes | Cutinase Contato U51672
inicial
PDA1 Fusarium Hypocreomycetes | Pisatina demetilase Resposta a | s70757
defesa da
planta
PEP5 Fusarium Hypocreomycetes | Carregador de efluxo Resposta a | AF315808
defesa da
planta
Cel1 Fusarium Hypocreomycetes | Celobiohidrolase Fase A35269
necroética
fmk1 Fusarium Hypocreomycetes | MAP Kinase AF286533

oxysporum
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GENE Microrganismo Classe Expressao durante a Fase de Numero de
infecgao expressao acesso no
GenBank
FoTom1 Fusarium Hypocreomycetes | Tomatinase Todos os
oxysporum  f.sp. estagios
lycopersici
pg1 Fusarium Hypocreomycetes | Endopoligalacturonase | Todos 0s
oxysporum  f.sp. estagios U96456
lycopersici
pgx4 Fusarium Hypocreomycetes | Endopoligalacturonase | Todos 0S | AF136444
oxysporum  f.sp. estagios
lycopersici
pl1 Fusarium Hypocreomycetes | Pectato liase Fase AF080485
oxysporum  f.sp. necrética
lycopersici
pelA Fusarium solani | Hypocreomycetes | Pectato liase Todos
f.sp. pisi estagios de | M94691
infecgéo
pelD Fusarium solani | Hypocreomycetes | Pectato liase Todos
f.sp. pisi estagios de | U13050
infecgao
] solani | H reomycet MAP Kin
FSMAPK fggaﬁr)/gT ypocreomycetes ase U52963
ARG1 Fusarium  solani | Hypocreomycetes | Biossintese de arginina | Resposta a
f.sp. melonis defesa da | AB045736
planta
PDA1 Nectria Hypocreomycetes | Pisatina demetilase Estagio X73145
haematococca inicial
MAK1 Nectria Hypocreomycetes | Detoxificagdo Maakian | Resposta a | U35892
haematococca defesa da
planta
PEP5 Nectria Hypocreomycetes | Carregador de efluxo Estagio AF315808
haematococca inicial AF315315
PEP1 Nectria Hypocreomycetes | ? AF294788
haematococca
PEP2 Nectria Hypocreomycetes | ? AF294788
haematococca
Avr-Pita Magnaporthe Sordariomycetes Gene Avr EU055569
grisea Varios (19)
PWL2 Magnaporthe Sordariomycetes Gene Avr XM_001405464
grisea Varios (5)
ACE1 Magnaporthe Sordariomycetes Gene Avr AJ704622
grisea
Avr2-YAMO | Magnaporthe Sordariomycetes Gene Avr Cladosporium
grisea fulvum
PWLA1 Magnaporthe Sordariomycetes Gene Avr - sp U36923
grisea especifico (milheto)
PWL2 Magnaporthe Sordariomycetes Gene Avr - sp XM_001405464
grisea especifico (arroz) Varios (5)
Sdh1/RSY Magnaporthe Sordariomycetes Biossintese de Contato AB004741
grisea melanina inicial
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GENE Microrganismo Classe Expresséao durante a Fase de Numero de
infeccédo expressao acesso no
GenBank
BUF Magnaporthe Sordariomycetes Biossintese de | Contato L22309
grisea melanina inicial
Mpg1 Magnaporthe Sordariomycetes Apressorio e conidio Contato L20685
grisea inicial
PTH 1 1 Magnaporthe Sordariomycetes Reconhecimento da | Contato AF119670-2
grisea parede do hospedeiro inicial
ACR1 Magnaporthe Sordariomycetes Germinagao de | Contato XM_365002
grisea esporos inicial CH476821
ABC1 Magnaporthe Sordariomycetes ABC Transporter Crescimento | AF032443
grisea biotréfico
pth9 Magnaporthe Sordariomycetes Protecao contra stress | Resposta a | AF027981
grisea defesa da
planta
pth3 Magnaporthe Sordariomycetes Biossintese de histidina | Resposta a | AF027980
grisea defesa da
planta
pth2 Magnaporthe Sordariomycetes Carnitina acil | Resposta a | AF027979
grisea transferase defesa da
planta
magB Magnaporthe Sordariomycetes Cascada de sinal AF011341
grisea
Mps1 Magnaporthe Sordariomycetes MAP Kinase AF020316
grisea
pmk1 Magnaporthe Sordariomycetes MAP Kinase u70134
grisea
CPKA/pth4 Magnaporthe Sordariomycetes Kinase U12335
grisea
SUM1 Magnaporthe Sordariomycetes Kinase AF024633
grisea
mac1 Magnaporthe Sordariomycetes Adenilato ciclase AF012921
grisea
mac1 Magnaporthe Sordariomycetes Adenilato ciclase AF006827
grisea
pth8 Magnaporthe Sordariomycetes ? AF027983
grisea
pth1 Magnaporthe Sordariomycetes Regulador de -
grisea repressao da glucose
ORP1 Magnaporthe Sordariomycetes ? AF315717
grisea
NPR1 Magnaporthe Sordariomycetes Regulador Ny, MPG1
grisea
NPR2 Magnaporthe Sordariomycetes Regulador N, MPG1 XM_368580
grisea
PKS1 Colletotrichum Sordariomycetes Apressorio Contato D83643
lagenarium inicial
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GENE Microrganismo Classe Expressao durante a Fase de Numero de
infeccao expressao acesso no
GenBank

SCD1 Colletotrichum Sordariomycetes Apressorio Contato D86079
lagenarium inicial

THR1 Colletotrichum Sordariomycetes Apressorio Contato D83988
lagenarium inicial

CMK1 Colletotrichum Sordariomycetes MAP Kinase AF174649
lagenarium

CAP20 Colletotrichum Sordariomycetes Apressorio Contato U18061
gloeosporioides inicial

PelB Colletotrichum Sordariomycetes Pectato liase Todos os | AF052632
gloeosporioides estagios

CgMEK1 Colletotrichum Sordariomycetes MAP Kinase AB047033
gloeosporioides

EMK1 Colletotrichum Sordariomycetes Kinase AF169644
gloeosporioides

CgDN3 Colletotrichum Sordariomycetes Supressor de defesa | Contato U94180
gloeosporioides da planta inicial

cap3 Colletotrichum Sordariomycetes Apressorio Contato U18756
gloeosporioides inicial

cap5b Colletotrichum Sordariomycetes Apressorio Contato u18757
gloeosporioides inicial

cap20 Colletotrichum Sordariomycetes Apressorio Contato u18061
gloeosporioides inicial

cap22 Colletotrichum Sordariomycetes Apressorio Contato U18758
gloeosporioides inicial

CHIP1 Colletotrichum Sordariomycetes Conjugacao ubiquitina | Contato
gloeosporioides inicial

CHIP2 Colletotrichum Sordariomycetes Conjugacao ubiquitina Contato AF149296
gloeosporioides inicial Glomerella

CHIP3 Colletotrichum Sordariomycetes Conjugacao ubiquitina Contato AF089807
gloeosporioides inicial Glomerella

ctg-1 Colletotrichum Sordariomycetes Cascada de sinais AF044894
trifolli

Ct-PKAC Colletotrichum Sordariomycetes Kinase AF046921
trifolli

clk1 Colletotrichum Sordariomycetes Kinase AF000309
lindemuthianum

CLTA1 Colletotrichum Sordariomycetes Mudanga de biotréfico AF190427
lindemuthianum para necrotroéfico

clpg?2 Colletotrichum Sordariomycetes Endopoligalacturonase | Conidio, X95457
lindemuthianum apressorio,

penetracao
da hifa

CLPG1 Colletotrichum Sordariomycetes Endopoligalacturonase | Estagio X95457

lindemuthianum necrotrofico | X89370
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GENE Microrganismo Classe Expresséao durante a Fase de Numero de
infeccédo expressao acesso no
GenBank

SCD1 Colletotrichum Sordariomycetes Apressorio Contato D86079
lagenarium inicial

THR1 Colletotrichum Sordariomycetes Apressorio Contato D83988
lagenarium inicial

CMK1 Colletotrichum Sordariomycetes MAP Kinase AF174649
lagenarium

CAP20 Colletotrichum Sordariomycetes Apressorio Contato U18061
gloeosporioides inicial

PelB Colletotrichum Sordariomycetes Pectato liase Todos os | AF052632
gloeosporioides estagios

CgMEK1 Colletotrichum Sordariomycetes MAP Kinase AB047033
gloeosporioides

EMK1 Colletotrichum Sordariomycetes Kinase AF169644
gloeosporioides

CgDN3 Colletotrichum Sordariomycetes Supressor de defesa | Contato u94180
gloeosporioides da planta inicial

cap3 Colletotrichum Sordariomycetes Apressorio Contato u18756
gloeosporioides inicial

cap5b Colletotrichum Sordariomycetes Apressorio Contato u18757
gloeosporioides inicial

cap20 Colletotrichum Sordariomycetes Apressorio Contato u18061
gloeosporioides inicial

cap22 Colletotrichum Sordariomycetes Apressorio Contato u18758
gloeosporioides inicial

CHIP1 Colletotrichum Sordariomycetes Conjugacao ubiquitina | Contato
gloeosporioides inicial

CHIP2 Colletotrichum Sordariomycetes Conjugacao ubiquitina | Contato AF149296
gloeosporioides inicial Glomerella

CHIP3 Colletotrichum Sordariomycetes Conjugacao ubiquitina | Contato AF089807
gloeosporioides inicial Glomerella

ctg-1 Colletotrichum Sordariomycetes Cascada de sinais AF044894
trifolli

Ct-PKAC Colletotrichum Sordariomycetes Kinase AF046921
trifolli

clk1 Colletotrichum Sordariomycetes Kinase AF000309
lindemuthianum

CLTA1 Colletotrichum Sordariomycetes Mudanga de biotrofico AF190427
lindemuthianum para necrotrofico

clpg2 Colletotrichum Sordariomycetes Endopoligalacturonase | Conidio, X95457
lindemuthianum apressorio,

penetracéo
da hifa

CLPG1 Colletotrichum Sordariomycetes Endopoligalacturonase | Estagio X95457

lindemuthianum necrotrofico | X89370
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Anexo A. - Genes de fungos fitopatogénicos utilizados para o alinhamento de sequéncias, incluindo sua

expressao durante a infecgao e o numero de acesso no GenBank

(conclusio)

GENE Microrganismo Classe Expressao durante a Fase de Numero de
infeccao expressao acesso no
GenBank
path-1 Colletotrichum Sordariomycetes Mudanga de endofitico -NT_166539
magna para patogénico ? Aspergillus
- Colletotrichum Sordariomycetes Peptidase AF263837 -
graminicola Glomerella
Avenacinase | Gaeumannomyces | Sordariomycetes Avenacinase Resposta a | U35463
graminis var. defesa da
Avenae planta
Tri5 Giberella zeae Sordariomycetes Biossintese de toxinas | Todos os | U22464
estagios
Tri5 Giberella pulcaris Sordariomycetes Biossintese de toxinas | Todos os | M64348
estagios
cpg-1 Cryphonectria Sordariomycetes Cascada de sinais Q00580
parasitica
Cpgb-1 Cryphonectria Sordariomycetes Cascada de sinais U95139
parasitica
bdm-1 Cryphonectria Sordariomycetes Cascada de sinais AF140555
parasitica
NIT2 Neurospora crassa | Sordariomycetes Fator transcricional AY168017 -
aquisicdo N, — presente Colletotrichum
em Avr9 U60290-
Magnaporthe
Cell Claviceps Sordariomycetes Celobiohidrolase Contato u25129 -
purpurea inicial Cochliobololus
pecA Aspergillus flavus Eurotiomycetes Endopoligalacturonase | Todos os | U05015
estagios
AREA Aspergillus Eurotiomycetes Fator transcricional Y13700 Vérios
nidulans aquisicdo N, — presente e nigertb
em Avr9
Bcpg1 Botrytis cinerea Letiomycetes Endopoligalacturonase | Todos os | U68715
estagios
Bcatr8 Botrytis cinerea Letiomycetes ABC Transporter Resposta a | AJ006217
defesa da
planta
bmp1 Botrytis cinerea Letiomycetes MAP Kinase AF205375
CutA Botrytis cinerea Letiomycetes Cutinase Contato 269264
inicial
nip1 Rhynchosporium Ascomiceto Avr; PR EF683100
secalis mitosporico Varios
nip2 Rhynchosporium Ascomiceto Avr; PR
secalis mitosporico
nip3 Rhynchosporium Ascomiceto Avr; PR
secalis mitosporico
Nrf1 Regulador Avr9 ~Aspergillus | NT_166524 —
nidulans e | A. niger
Neurospora
crassa
PWL familia | Magnaporthe Governam
grisea patogenicidade p/

chorao
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“Um pouco de cidnein nos afasta de Deus. Multo, nos aproxima.”

Louls Pasteur





