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RESUMO

A cultura do café sofre com diversos problemas fitossanitarios, dentre os
quais evidenciam-se doencas de natureza flngica, como a mancha-manteigosa,
causada por Colletotrichum gloesporioides Penz, cuja ocorréncia vem se
agravando nas regides produtoras de café (Coffea arabica L.). A falta de
informacfes sobre o patossistema Colletotrichum x Cafeeiro dificulta a
elucidagdo de aspectos relacionados & patogenicidade de racas e de
transmissibilidade. A utilizacdo de microrganismos geneticamente modificados
por meio de marcadores moleculares tem sido uma ferramenta importante para
esses tipos de estudos. Desse modo, o presente trabalho foi realizado com o
objetivo de avaliar a eficiéncia de dois sistemas de transformagdo genética
utilizando o gene marcador gfp, assim como as caracteristicas culturais, a
estabilidade dos transformados e a patogenicidade dos isolados transformados
de Colletotrichum gloeosporioides. Utilizando os dois sistemas de
transformacdo (PEG e eletroporacdo) constatou-se a eficiéncia de ambos,
confirmada por meio de microscopia de epifluorescéncia e pela resisténcia ao
antibiético higromicina-B, quando incorporado ao meio de cultivo. O fungo
manteve suas caracteristicas morfoldgicas e culturais quando comparado aos
isolados selvagens. Ao ser inoculado em plantulas de café, verificou-se que a
patogenicidade dos isolados transformados ndo foi alterada ap6s a
transformacao.

Palavras-chave: Mancha-manteigosa. Colletotrichum gloeosporioides. gfp.



ABSTRACT

Coffee culture has various sanitary problems, among them, showed up
to order fungal diseases, such as blister spot, caused by Colletotrichum
gloesporioides Penz, which has deteriorated in areas producing coffee (Coffea
arabica L.). The lack of information about the Colletotrichum pathosystem x
Coffee difficult to elucidate aspects of the pathogenicity of races and
transmissibility. The use of genetically modified microorganisms using
molecular markers has been an important tool for these types of studies. Thus
our study aimed to evaluate the efficiency of two systems of genetic
transformation using the marker gene gfp (Green Fluorescent Protein), as well as
cultural characteristics, stability and processed, and pathogenicity of isolates of
Colletotrichum gloeosporioides processed. It found success using the two
processing systems, confirmed this by means of epifluorescence microscopy and
resistance to the antibiotic hygromycin-B, where incorporated into the culture
medium. The fungus maintained its cultural and morphological characteristics
compared to the wild strains. To be inoculated on seedlings of coffee can be
seen that the pathogenicity of the isolates processed were not changed after the
transformation.

Keywords: Blister spot. Colletotrichum gloeosporioides. gfp.
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1 INTRODUCAO

A cafeicultura é uma das atividades mais importantes do pais e de
grande representatividade na economia mundial. O desenvolvimento de uma
cafeicultura sustentdvel no Brasil passa pelo aumento da rentabilidade do
produtor, como forma de garantir sua permanéncia na atividade. 1sso depende de
sistemas de cultivo estaveis, que proporcionem maior longevidade para as
lavouras e rentabilidade frequente. Cultivares produtivas, adaptadas a cada con-
dicdo edafoclimética e sistema de cultivo e resistentes a pragas e doencas estdo
entre os principais componentes da sustentabilidade da cafeicultura.

Entre os principais problemas fitossanitarios que acometem a cultura,
evidenciam-se doengas de natureza fungica, como ferrugem (Hemileia
vastatrix), cercosporiose (Cercospora coffeicola), mancha-de-phoma (Phoma
spp), antracnose e mancha-manteigosa, sendo estas duas ultimas pertencentes ao
complexo Colletotrichum.

Segundo Abreu et al (2008), a ocorréncia de Colletotrichum é grave em
regides cafeeiras no Brasil, notadamente quando se trata de mancha-manteigosa,
determinando perdas significativas nas producdes, principalmente quando ela se
torna epidémica. Desse modo, desperta a necessidade da realizacdo de pesquisas
em relagdo ao estudo das racas de Colletotrichum, & patogenicidade de gendétipos
e aos estudos de transmissibilidade e epidemiol4gicos.

O patossitema Colletotrichum x cafeeiro é composto por populag¢fes de
espécies de Colletotrichum que ocasionam diversos sintomas, havendo indicios
da existéncia de racas patogénicas. Este fato pode estar associado a existéncia de
alta variabilidade genética dentro do género, sendo este um dos fatores que tém
dificultado o estabelecimento de estratégias especificas para o manejo da doenca
(OROZCO 2003). Uma das grandes davidas em relacdo ao patossistema é o

verdadeiro potencial dos isolado em causar sintomas, quando inoculados em
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plantulas, j& que existe a possibilidade de estes ndo serem os desencadeadores da
doenca e sim isolados que estdo internamente nos tecidos e que, por algum fator
externo, causam reacdes, levando a exteriorizagdo dos sintomas.

A transformagdo de Colletotrichum gloeosporioides com genes
fluorescentes pode ser um dos meios que levem a melhor compreensdo desse
patossistema. Sabe-se que este é um procedimento bem estabelecido, o qual
possibilita que as células se tornem receptoras e permeaveis a entrada de DNA
exdgeno, constituindo importante ferramenta na manipulacéo genética de fungos
filamentosos, que pode ser empregada em estudos morfoldgicos, bioquimicos e
fisioldgicos (ZANETTE, 2007)

Estudos ainda necessitam ser realizados sobre a mancha-manteigosa em
cafeeiros, para que se possam elucidar os efeitos de tal patossistema (ABREU;
FERREIRA; MARTINS, 2008). Desse modo, objetiva-se com a utilizacdo de
genes marcadores, como a ¢fp, realizar a transformacdo genética de
Colletotrichum  gloeosporioides, assim como o0 acompanhamento dos
transformantes, por meio de estudos de patogenicidade e caracteristicas culturais
das colbnias, esclarecendo-se, dessa forma, aspectos importantes do referido

patossistema.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Colletotrichum spp. em café

Colletotrichum é um dos mais importantes géneros de fungos
fitopatogénicos nas regides tropicais e subtropicais. Espécies desse género
causam doencas significativas, economicamente, em cereais, gramineas,
leguminosas, hortalicas e em culturas perenes.

No complexo Colletotrichum x cafeeiro ha diversos patossistemas, como
mancha-manteigosa, antracnose de folhas e frutos, seca ou morte de ponteiros
(die-back), queima-castanha (brown blight) e a antracnose-dos-frutos-verdes ou
coffee berry disease, CBD (OROZCO, 2003).

Segundo Abreu, Ferreira e Martins (2008), o género Colletotrichum
estd amplamente distribuido em todas as regifes produtoras de café no mundo,
tanto como saprdéfito ou como causador de doencas. Dentre as doencas mais
importantes causadas pelo género, destacam-se a coffee berry disease (CBD),
cujo agente causal é Colletotrichum kahawae Waller & Brigde, restrita ao
continente africano e a mancha-manteigosa, que tem como agente causal
Colletotrichum gloesporioides Penz. No Brasil, 0 género também esta associado
a doencas, como antracnose (que atinge folhas, ramos e frutos) e seca dos
ponteiros, sendo esta a mais antiga doenca atribuida ao fungo. Mundialmente,
sdo reconhecidas trés espécies isoladas de frutos, folhas e ramos, associadas ao
patossistema Colletotrichum x cafeeiro: C. kahawae Waller & Brigde, C.
gloesporioides Penz. e C. acutatum Simmonds.

No continente americano, ndo se conhece nenhum relato confirmado da
ocorréncia da CBD (CHALFOUN, 1997; OROZCO et al., 2002b). No Brasil,
Colletotrichum spp. associado ao cafeeiro é composto de diversos patossistemas.

A antracnose nas folhas do cafeeiro apresenta-se como manchas irregulares,
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grandes, de coloracdo castanha a castanho-acinzentada, ocorrendo comumente
nas margens das folhas (OROZCO, 2003; PARADELA FILHO et al., 2001).
Segundo Paradela Filho et al. (2001), as lesGes mais criticas e prejudiciais para o
cafeeiro sdo aquelas em que o fungo incide sobre gemas, flores e chumbinho,
provocando sua morte e queda, e enegrecimento e morte de ramos. Esses autores
relatam, ainda, que os sintomas néo estdo relacionados com plantas injuriadas ou
culturas mal manejadas; pelo contréario, eles sdo mais intensos e evidentes em
culturas novas e muito bem desenvolvidas.

A mancha manteigosa é outra doenca causada por Colletotrichum
gloeosporioides cujos ataques mais intensos ocorrem nas folhas e ramos novos
em plantas adultas, durante a fase de maior vegetacdo (MANSK; MATIELLO,
1977). Em cafeeiros com mancha-manteigosa, a produgédo pode ser grandemente
afetada (FERREIRA et al., 2004).

Segundo Orozco et al. (2002b), o complexo Colletotrichum x cafeeiro
no Brasil é composto por populacdes de espécies de Colletotrichum associadas
ao café, ocasionando diversos sintomas ou colonizando as plantas de forma
invasiva, sem manifestacido de sintomas. Orozco et al. (2002a) afirmam, ainda,
sobre a existéncia de racas patogénicas para os isolados da espécie
Colletotrichum gloeosporioides que ocasionam o0s sintomas de mancha-
manteigosa, seca de ponteiros e necrose em frutos.

Pereira (2005), estudando a variabilidade do complexo Glomerella-
Colletotrichum associado ao cafeeiro por meio da técnica que utiliza mutantes
nit, caracterizou grupos de compatibilidade vegetativa (VCG) para isolados de
C. gloeosporoides. Este autor relata que a variabilidade encontrada entre os
isolados deve-se ao alto nimero de grupos de VCG, concluindo sobre a
complexidade dos estudos envolvendo espécies de Colletotrichum, ja que a alta

variabilidade pode interferir nos resultados.
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2.2 A mancha-manteigosa

O primeiro relato de mancha-manteigosa ocorreu em 1957, feito por
Wellman, na Costa Rica. Porém, somente no ano de 1972 é que Vargas &
Gonzéles conseguiram demonstrar a associacdo da doenca ao género
Colletotrichum. No Brasil, as primeiras descrigfes datam de 1958, feitas por
Bitancourt, porém, somente na década de 1990, quando foi constatada em
cultivos de café na cidade de Cristais, MG, ocasionando manchas foliares, morte
de plantas e afetando a produtividade da lavoura, é que essa doenga tornou-se
alvo de estudos (DORIZZOTO; ABREU, 1993; FERREIRA et al., 2004). Ha
relatos de sua ocorréncia nos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Paran3,
Espirito Santo, Rondbnia e Amazonas. Em Minas Gerais, tem sido relatada em
lavouras das cultivares Catucai Vermelho e Amarelo, Rubi, Mundo Novo e
Catuai Vermelho.

Atualmente, a mancha-manteigosa em cafeeiro é uma doenca que
preocupa o0s produtores pelo aumento da incidéncia e agressividade com que se
apresenta no campo, ocasionando o declinio vegetativo e, consequentemente,
produtivo das plantas afetadas. Em observacdes de campo, cafeeiros com
sintomas de mancha-manteigosa tém a producdo gradativamente afetada,
principalmente quando o fungo ataca flores e frutos em expansdo. Assim, as
plantas doentes ndo conseguem produzir frutos mesmo tendo boa floragdo. Na
medida em que estes comegam a desenvolver-se, os frutos chumbinhos
mumificam e caem, chegando & perda total da producdo (OROZCO et al.,
2002a).

Mansk e Matiello (1977) descreveram, como sintomas caracteristicos da
mancha-manteigosa, manchas verde-claras de aspecto oleoso menos brilhante
que a superficie da folha, medindo de 2 a 10 mm. Em estagios mais avan¢ados

essas manchas adquirem a coloracdo verde-palida a amarela e bordos
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irregulares, as quais coalecem e ocasionam a queda prematura das folhas. Em
ramos e frutos, as lesdes apresentam-se menores, com diametros entre 2 a 3 mm,
deprimidas, necréticas de cor marrom-clara e bordas irregulares. Ataques
intensos geralmente sdo observados em folhas e ramos novos de plantas adultas,
ocorrendo necrose e seca dos ramos na parte apical, podendo levar a morte das
plantas de forma descendente (FERREIRA, 2006).

Segundo Orozco (2003), o patossistema Colletotrichum x cafeeiro, no
Brasil, se apresenta complexo. Resultados de testes de resisténcia em
hipocotilos, cortes histopatologicos e testes de patogenicidade em frutos
permitiram concluir que existem isolados patogénicos associados ao cafeeiro em
Minas Gerais, contrapondo-se as afirmacfes de que os isolados deste fungo
associado ao cafeeiro no Brasil sdo “ndo patogénicos, secundarios, saprofitos ou
oportunistas”. Este autor ainda relaciona a possivel existéncia de ragas
patogénicas para isolados da espécie Colletotrichum gloesporioides e acredita

gue 0 mesmo possa estar presente na semente.

2.3 Transformagcao genética em fungos

O termo transformacdo genética refere-se ao processo de insercdo de
fragmentos de DNA exdgeno em uma célula hospedeira, com a finalidade de
promover a alteracdo genotipica do organismo receptor ou a expressdo de tal
DNA, permitindo, assim, o estudo de aspectos da biologia molecular de
qualquer organismo vivo (MULLINS; KANG, 2001; PEDROZO, 2009). Esse
processo de transferéncia consiste na introducdo do DNA exd6geno na célula
hospedeira, na estabilidade e na replicacgio do DNA inserido e, como
consequéncia, na expressao da caracteristica desejada (RUIZ-DIEZ, 2002).

O processo de transformacdo em fungos filamentosos também

compreende pelo menos cinco requisitos basicos para a constatacdo do sucesso
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do procedimento. Tais requisitos incluem células competentes (capazes de captar
0 DNA), o vetor de transformacéo, o transporte do vetor ao nucleo, duplicagdes
e expressdao do vetor e um método eficiente de identificacdo das células
transformadas (LONGO, 1995).

Para que ocorra a insercdo do referido fragmento de DNA exdgeno em
uma célula hospedeira, ha a necessidade de um processo de transformacao para
que esta célula se torne apta a recebé-lo. Atualmente, existem diversas técnicas
pelas quais se pode obter a insercdo de um fragmento de DNA. Dentre elas
estdo:

a) a transformacdo quimica, na qual a absorcdo do DNA é intermediada
pela presenga de ions de célcio e de polietilenoglicol,

b) o tratamento com acetato de litio, em que a introducdo ocorre por
meio da exposicao das células a altas concentragdes de acetato de litio, tornando
a parede celular permeavel a entrada do DNA;

c) a biobalistica, em que ocorre o bombardeamento, em alta velocidade,
de particulas de tungsténio envoltas com DNA, diretamente em conidios ou
hifas;

d) a eletroporacéo, na qual a insercdo de DNA ocorre por meio de pulsos
elétricos de curta duracio (RUIZ-DIEZ, 2002).

No caso de fungos filamentosos e leveduriformes, a frequéncia de
transformacdo utilizando células intactas é muito baixa e por isso é que as
células séo convertidas em protoplastos, sendo este um dos principais fatores de
sucesso para a transformacao genética: a obtencdo de protoplastos viaveis.

Protoplastos s&o células artificialmente desprovidas de parede celular, o
que possibilita que se tornem receptoras e permeéveis a entrada do DNA
exdgeno. Porém, varios fatores influenciam a obtencéo de protoplastos, como a
preparacdo enzimtica, o estabilizador osmoético, a idade micelial e o
microrganismo a ser utilizado (PEBERDY, 1976).
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A obtencdo de protoplastos de células fungicas, utilizando varias
enzimas degradadoras de parede celular, tem sido 0 método mais comum para se
preparar células competentes para estudos genéticos (ZANETTE, 2007).
Especialmente em fungos filamentosos que apresentam espessa parede celular, a
protoplastizagdo parece ser uma etapa essencial para uma transformagdo bem
sucedida (POSSIEDE, 2004).

Uma vez preparadas as células competentes, a transformacéo prossegue
pela entrada do DNA no nucleo. Depois, ele precisa ser duplicado (genes
seletivos transcritos em um RNA mensageiro) e sera traduzido em proteinas
funcionais, permitindo, assim, a sele¢do dos transformantes. Em geral, a maioria
dos eventos de transformacdo em fungos filamentosos envolve a integracdo do
DNA transformante no genoma nuclear da célula receptora. O DNA integrado se
duplica e € transcrito junto com o DNA da célula receptora. Essa integracao
pode ocorrer em um Unico ou em Varios sitios, como simples ou multiplas
cOpias, e em sitios especificos ou ao acaso.

A transformacédo genética resulta em uma série de fendtipos complexos,
muitas vezes explicado como resultado da forma e local da integracdo dos
plasmideos no DNA gendmico (LONGO, 1995).

Concomitante ao processo de transformacdo, ha a necessidade de que,
unido ao fragmento de DNA a ser inserido, exista um marcador, o qual permita a
selecdo das células transformadas. Um modo de sele¢do destas pode ser por
meio de marcadores de resisténcia ou dominantes, as quais induzem a
sensibilidade a determinadas drogas ou antibiGticos (RUIZ-DIEZ, 2002), por
exemplo, como ocorre na utilizagdo de marcadores resistentes a higromicina-B e
ao fungicida Benomil (PEDROZO, 2009).
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2.4 Marcadores Fluorescentes

As proteinas fluorescentes sdo ferramentas importantes que tém
revolucionado a biologia celular na ultima década, principalmente no estudo de
células vivas (FREITAG et al., 2004). Os genes que codificam essas proteinas
sdo excelentes marcadores moleculares, pois a visualizacdo dos seus produtos
ndo requer substratos ou cofatores e podem ser empregadas em qualquer
organismo que possa ser geneticamente modificado (CZYMMEK; BOURETT;
HOWARD, 2005; ISHIKAWA, 2009). Atualmente, na literatura, sdo descritos
varios plasmideos contendo genes que codificam diferentes proteinas
fluorescentes, que fluorescem em diferentes comprimentos de onda, podendo ser
observadas em diferentes coloragGes, como: verde-gfp, azul-cfp, amarelo-yfp e
vermelho-rfp.

A green flourescent protein ou GFP é uma proteina com 238
aminoacidos, que é intrinsecamente fluorescente e emite uma luz verde quando
exposta a irradiacdo com ultravioleta (CHALFIE et al., 1994). Este gene é
originario do cnidario Aequorea Victoria e tem sido utilizado como repérter em
varios sistemas heterdlogos, tornando-se uma ferramenta muito utilizada em
biologia molecular.

A principal caracteristica da GFP é a fluorescéncia proporcionada por
sua estrutura tercidria, chamada de beta-can, a qual possui, em seu interior, a
regido cromoforica responsavel pela fluorescéncia. Tal propriedade permite que
essa proteina, de detecgdo ndo invasiva, seja utilizada como um eficiente gene
marcador in vivo. A GFP tornou-se importante também devido ao seu reduzido
tamanho, a alta estabilidade e & facil deteccdo (LIMA, 2001). Desse modo, 0
gene gfp pode ser facilmente clonado em diferentes vetores (plasmidios,
cosmidios e bacteridéfagos) e expresso nos mais variados tipos celulares, como

procariotos, eucariotos inferiores e superiores (TSIEN, 1998).
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A GFP ndo provoca interferéncia nas atividades celulares. Seu ensaio é
simples e sua atividade pode ser detectada por varios métodos, inclusive usando
microscopia de fluorescéncia, microscopia confocal ou medindo intensidade de
fluorescéncia em células individualmente (WELSH; KAY, 1997). A deteccdo da
fluorescéncia apresentada pela GFP pode ser obtida pela excitagcdo da molécula
com luz ultravioleta a 395 nm e a deteccdo da fluorescéncia emitida a 510 nm
em fluorimetro.

As modificagdes no gene gfp tém sido realizadas em varios esquemas de
mutagénese, visando o isolamento de mutantes que sejam mais eficientes. Entre
€sses mutantes tém-se os termoestaveis, os com intensidade fluorescente
melhorada, mudanca de c6dons para compatibilidade com o uso de cddons do
hospedeiro, remogao de sequéncias intrnicas e qualidade espectral, entre outros
(WELSH; KAY, 1997). Atualmente, inimeras variantes da molécula original
sdo encontradas. Um exemplo é a GFP criada por Miller e Lindow (1997), que é
sessenta vezes mais fluorescente que a original. A utilizacdo da GFP tem
permitido, nestes anos, o desenvolvimento de diversos estudos, utilizando-a
fusionada a um promotor ou em uma proteina especifica, de um organismo vivo,
ou, mesmo, no funcionamento intracelular.

O monitoramento de células vivas é uma das grandes vantagens
proporcionadas pela marcacdo de organismos com gfp (LIMA, 2001). Na
fitopatologia, a GFP tem sido utilizada no estudo da interacdo entre
fitopatdgenos e seus respectivos hospedeiros, facilitando o monitoramento de
microrganismos em plantas, controlando a sua distribuicdo e estimando sua
biomassa. Oren et al (2003), em estudo sobre a interagdo entre Fuzarium
verticilloides em plantas de milho, destacaram a importancia da marcacéo desse
patégeno com GFP, por fornecer novas informagGes, auxiliando a explicar as

diferencas que ocorrem nas interagdes, tanto virulentas quanto assintomaticas.
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Ainda como exemplo da utilizagdo de gfp no estudo da interagdo entre
diversos fitopatogenos, tem-se: na penetracdo de Erwinia amylovora em
macieiras (BIGS; GEIDER, 1999); no estudo de isolados de Colletotrichum
acutatum patogénicos e ndo patogénicos (HOROWITZ; FREEMAN; SHARON,
2002) e na quantificagdo de Trichoderma harzianum no solo (ORR; KNUDSEN,
2004). Foram realizados também estudos “in vitro” de Phytophthora parasitica
var. nicotianae, patdgeno de plantas de fumo (BOTTIN et al., 1999). Em feijao,
a GFP foi utilizada para detectar a expressdo da endopoligalacturonase de
Colletotrichum lindemuthianum, durante seu processo de infeccdo (DUMAS et
al., 1999).

Uma das vantagens do uso desse gene marcador é que ele ndo interfere
na patogenicidade do isolado. Segundo Horowitz, Freeman e Sharon (2002), os
isolados transformados com gfp de Colletotrichum acutatum permaneceram
infectivos, assim como os isolados selvagens, e puderam ser detectados nos
tecidos infectados, trés dias apds a inoculacdo. Foi possivel observar o rapido
desenvolvimento do fungo, preenchendo o mesofilo com denso micélio que
invadiu as células e causou necrose do tecido.

Robinson e Sharon (1999) testaram a patogenicidade de Colletotrichum
gloesporioides f. sp. Aeschynomene, transformados com o gfp. Todos tiveram
patogenicidade igual a do isolado selvagem, tendo sido observada a
fluorescéncia de conidios e micélio em tecidos inoculados e ndo inoculados.
Mesmo aos dois meses ap6s a inoculagdo, foi possivel isolar conidios das
plantas inoculadas, que continuaram a expressar a GFP. Colletotrichum
graminicola, transformados com esse mesmo gene, também foram capazes de
infectar sistemicamente o milho, sendo que as suas hifas foram encontradas nas
raizes, colonizando a superficie, invadindo epiderme, cortex e tecidos vasculares
(SUKNO et al., 2008).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Isolado de Colletotrichum gloeosporioides

O isolado de Colletotrichum gloeosporioides (1S2) utilizado para a
transformacédo genética foi selecionado da colegdo micoldgica do Laboratdrio de
Diagnose e Controle de Doengas de Plantas, no Departamento de Fitopatologia
da Universidade Federal de Lavras, obtido de sintomas de seca de ponteiro,
sendo este proveniente de culturas monosporicas, o qual teve sua patogenicidade
previamente confirmada. Utilizou-se também isolado ndo patogénico (IH), com
a finalidade de comparar sintomas, obtido de sintomas de necrose da haste, o
qual também pertencente a colecdo micoldgica do Laboratério de Diagnose e

Controle de Doengas de Plantas.

Os isolados foram mantidos em meio &gar-extrato de malte 2% (MEA),

em camara de crescimento, a 25°C+1 e fotoperiodo de 12 horas.

3.2 Teste de sensibilidade a higromicina-B

Discos de 5 mm do isolado de Colletotrichum gloeosporoides foram
transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura MEA acrescido do
antibidtico higromicina-B (Hygromycin-B Sigma), nas concentrac¢fes de 0, 50,
75, 100, 150, 225, 300 pg.mL™, utilizando quatro repeticdes para cada
tratamento. O desenvolvimento das culturas nas diferentes concentracdes foi

avaliado durante dez dias.
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3.3 Obtencéo dos protoplastos

Uma suspenséo de 2x10° conidios.mL™ foi colocada para crescer, por 24
horas, em meio malte liquido, sob agitacdo de 120 rpm, & temperatura ambiente.
Ap0s o crescimento, o micélio foi filtrado em peneira de 25um e lavado, por
duas vezes, com 5 mL de estabilizador osmético.

Os seguintes fatores foram avaliados: estabilizadores osméticos (NaCl
0,7M pH 5,7; (NH4);SO, 1,2M pH 5,8; KCI 0,7M pH 5,8; MgSO, 0,7M pH 5,5;
sacarose 0,5M pH 5,7 e sorbitol 0,6M pH 5,7), concentracdo ideal de enzimas
liticas para digestdo (5, 10, 20 ug.ml™), tipo de estruturas fungicas (conidios e
micelio) e tempo de geracédo de protoplastos (1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas).

Como procedimento padrdo para a protoplastizagéo, a cada 100 mg de
micélio umido utilizaram-se 3 ml de estabilizador osmético com a adicdo do
combinado de enzimas liticas (Lysing enzymes, Sigma # L 1393). Apds o
preparo, esta foi incubada a temperatura ambiente com agitacdo de 75 rpm. Apds
a liberacdo dos protoplastos, a suspensdo foi centrifugada, e eles foram
submetidos a analise microscopica e quantificados em cAmara de Neubauer, com

a finalidade de obter uma concentracao final ajustada em 10’ protoplastos.ml™.
3.4 Multiplicacéo do plasmideo

O plasmideo utilizado, pSC001, contendo 0 gene de resisténcia ao
antibiético higromicina-B e o gene promotor pToxA, originado do fungo
Aspergillus nidulans, para expressdo da proteina GFP, foi cedido pelo
pesquisador Dr. Theo van der Lee (Plant Research International, The
Netherlands). A multiplica¢do do plasmideo foi realizada em células Escherichia
coli DHa5, sendo essas colocadas para crescer inicialmente em meio sélido e,

em seguida, em meio liquido. Os plasmideos foram posteriormente purificados
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pelo método da lise alcalina (SAMBROOK et al., 1989) e analisados em gel de

agarose a 1%, corado com GelRed nucleic acid gel strain.

3.5 Transformagao quimica mediada por polietilenoglicol (PEG)

Apo6s a obtencdo, os protoplastos foram ressuspendidos em tampéo de
armazenamento, contendo quatro partes de STC (0,8 M sorbitol, 50 mM Tris
HCI pH 8,0 e 50 mM CaCl,) e uma parte de SPTC (0,8 M sorbitol, 40% PEG
4000, 50 mM Tris HCI pH 8,0 e 50 mM CacCly). Ap6s a adigdo de 10ul de DNA
plasmidial, na concentracdo de 0,35-1,66 pg.uL™, essa suspenséo foi incubada
em gelo, por 30 minutos. Como controle foi utilizada 4gua destilada autoclavada
em lugar de DNA. Em seguida adicionou-se a suspensdo 1 ml de SPTC,
incubando-se, por 20 minutos, a temperatura ambiente. Depois ela foi vertida em
100 ml de meio de regeneragdo (0,1% extrato de levedura, 0,1% caseina
hidrolisada, 34,2% sacarose, 1% &gar granulado), previamente autoclavado, e
adicionado de 225pg.ml™ de higromicina-B. O meio foi vertido em placas de
Petri descartaveis e incubadas em cAmara de crescimento, com fotoperiodo de 12
horas, a 25°C+1. Ap6s 72 horas, as coldnias crescidas foram transferidas para
outras placas com meio MEA 2% adicionado de 225ug.ml™ de higromicina-B.

Para esta etapa, foram feitos dois ensaios, com cinco repeti¢des cada.

3.6 Transformacéo por eletroporacéo

Para a transformacéo por eletroporagéo foram aplicados 10uL do DNA
plasmidial (0,35-1,66 pg.uL™), a 1 mL da suspensdo de protoplastos (10’
protoplastos.ml™), empregando-se cinco repeticdes em cada um dos dois
ensaios. Como controle, utilizou-se dgua destilada autoclavada no lugar de DNA

plasmidial. As suspensdes foram colocadas em cubetas descartaveis no gelo por
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10 minutos. Passado este periodo, as amostras foram submetidas a eletroporagao
no eletroporador Cell Porator®, empregando-se resisténcia interna de 400 ohms,
capacitancia de 50 pf e intensidade de campo de 1,5 kv/cm. Em seguida, foram
colocadas no gelo, por 15 minutos. Posteriormente, foi adicionado 1 mL do
estabilizador osmético KCI, agitando-se gentilmente a suspensdo que, entdo, foi
vertida em 100 mL de meio de regeneracdo (0,1% extrato de levedura, 0,1%
caseina hidrolisada, 34,2% sacarose, 1% 4&gar granulado), juntamente com
225ug.ml™ de higromicina-B, utilizada para a selegio dos transformantes. O
meio foi vertido em placas de Petri descartiveis e incubadas em camara de
crescimento com fotoperiodo de 12 horas, a 25+1°C. Ap6s 72 horas, as colnias
crescidas foram transferidas para outras placas com meio MEA 2%, adicionadas

de 225pug.mlI™* de higromicina-B.

3.7 Analise por microscopia de epifluorescéncia

Apos sete dias de crescimento, foram feitas coletas do material fangico
transformado e observacdo dos em microscopia de epifluorescéncia (Zeiss Axio

Observer Z.1) com filtro 470 a 490 nm e pico de transmissdo em 510 a 560 nm.

3.8 Avaliacdo das caracteristicas culturais e estabilidade mitdtica

Apos a transformacdo, os isolados foram avaliados quanto as suas
caracteristicas culturais. Para cada isolado, discos de 5 mm de diametro foram
transferidos para placas de Petri com meio MEA, incubados sob fotoperiodo de
12 horas, £25°C, durante dez dias. A avaliagdo do ensaio foi realizada pela
determinacdo do indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM),

coloragdo e esporulacdo das colénias.
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Adicionalmente, foi realizado o teste de estabilidade mit6tica com os
transformantes, o qual consistiu da transferéncia de discos de 5 mm de didmetro
para placas de Petri com meio MEA. As colbnias crescidas foram repicadas
sucessivamente por sete vezes, sendo que a ultima repicagem em meio MEA
continha o antibiético higromicina-B (225 pg.mL™). Depois, foram feitas

observacg0es utilizando-se microscopia de epifluorescéncia.

3.9 Avaliacéo da patogenicidade dos transformados

Foram avaliados os isolados transformados por eletroporacéo (1S2-E), os
obtidos por PEG (1S2-P), o isolado selvagem (1S2) e um isolado ndo patogénico
(IH). Para cada isolado foram inoculados, por asperséo, 10 hipoc6tilos na fase
“palito de fosforo”, com suspensdes de esporos na concentragdo de 2x10°
conidios.ml™. Por 48 horas, os hipocdétilos permaneceram em camara Umida e,
apos este periodo, foram reinoculados e mantidos em camara de crescimento
com fotoperiodo de 12 horas a 25°C+1, por 15 dias. Como testemunha, foram
utilizados hipocétilos inoculados com o fungo ndo transformado e com agua
destilada esterilizada. Os sintomas foram avaliados conforme a Tabela 1 e a
interpretacdo dos resultados foi feita pelo indice de intensidade de doenca (I1D)

por meio da equagéo 1.
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Tabela 1 Grau de sintoma observado em plantulas

Grau do sintoma Severidade/Sintoma

Auséncia de reacdo visivel

Lesdes iniciais nas folhas

Lesdes acentuadas nas folhas

LesBes com inicio de estrangulamento
no hipocatilo

LesBes acentuadas no hipocotilo
Planta morta

OO0l A O WNBE

Fonte: Van DenVossen et al. (1976)

Y.(n°de hipocbtilos em cada classe x valor numérico de cada classe)

1ID = @

n° de hipocbtilos em todas as classes x 4

3.10 Sistematizacao e anélise dos resultados

Utilizando o programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2000), os dados
foram inicialmente avaliados pela anélise de variancia e teste F. A comparacéo
entre as médias, quando o valor de F foi significativo, foi feita pelo teste de
Scott e Knott (1974), a 5%. A construcdo de graficos e a estimativa da
correlagdo de Pearson entre algumas varidveis foram realizadas por meio da

versdo demonstrativa do aplicativo Sigma Plot 11.0 (Systat Software Inc).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do teste de sensibilidade a higromicina-B demonstraram
que houve crescimento gradual entre as diferentes concentraces. A partir de
225 pg.mL™, houve reducdo significativa do crescimento do isolado 1S2 de
Colletotrichum gloeosporioides e, com 300 pg.mL™, houve inibicdo total
crescimento micelial (Gréfico 1).

De acordo com dados da literatura, as concentraces do antibi6tico
utilizadas nos protocolos de transformagdes para fungos do género
Colletotrichum e para outros fungos sdo bastante variaveis, podendo variar até
entre racas. Para Colletotrichum acutatum, recomendam-se 125 ug.mL™
(HOROWITZ; FREEMAN; SHARON, 2002). Conforme Chen, Hsiang e
Goodwin (2003), para isolados de Colletotrichum destructivum e Colletotrichum
orbiculare 70 pg.mL™ foi o suficiente para selecionar isolados transformados. J&
conforme Ishikawa (2009), 50 upg.mL™ foi o indicado para selecionar
transformados de Colletotrichum lindemuthianum. Estes dados demonstram que
a determinacdo da concentracdo de inibitério para higromicina-B deve ser

identificada para cada caso em particular.
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—— DMC = -3,4837 In (Hb) + 19,8873 R’=0,90

Diametro Médio da Col6nia (cm)
N

0 '7/ T T T T T
0 50 100 150 200 250 300

Concentracdo de Higromicina B - Hb (pg.mL'l)

Gréafico 1 Crescimento médio do isolado 1S2 de C. gloeosporioides em diferentes
concentracdes de higromicina-B

Na protoplastizacdo de Colletotrichum gloeosporioides, dentre os
fatores analisados, foi verificado que os de maior influéncia foram: estabilizador
osmotico, tipo estrutura fangica e o tempo de exposicdo as enzimas liticas.
Observou-se, ainda, que o aumento da concentracdo da enzima litica ndo
resultou em maior producédo de protoplastos.

Dentre os estabilizadores utilizados, constatou-se maior eficiéncia entre
os estabilizadores salinos do que entre os compostos por agucares. Resultados
semelhantes foram encontrados por Lalithakumari (2000), que observaram que
sais inorganicos sdo preconizados como mais eficientes para a protoplastizacao
de fungos filamentosos, enquanto agUcares ou agUcares-alcoois sdo mais
apropriados para a liberagdo de protoplastos de leveduras. Os melhores
resultados para a liberacdo de protoplastos de C. gloeosporioides foram obtidos
utilizando-se KCI 0,7M e NaCl 0,7M, com 2,7x10° e 1,5x10° protoplastos.mL™,

respectivamente (Gréfico 2). O estabilizador osmotico é um componente
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importante no processo de protoplastizagdo, pois deve promover condi¢Ges
favoréveis para a atividade enzimdtica, principalmente apds a remocédo da parede
celular, quando o soluto deve garantir a integridade da célula até a sintese da
nova parede (MARCHI et al., 2006).
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Gréfico 2 Média da producdo de protoplastos em diferentes estabilizadores osmaticos.
Colunas seguidas das mesmas letras ndo diferem pelo Teste de Scott-Knott,
P<0,05. Barra de erros representa o erro padrdo da média

Acredita-se que, devido ao carater mais acido dos estabilizadores
salinos, estes favorecam a protoplastizagdo de fungos filamentosos,
considerando que o pH é fator critico para a producdo de protoplastos,
influenciando as atividades do complexo enzimético (VEGA, 1990).

Em relacdo ao tipo de material fangico utilizado, ndo houve producéo de
protoplastos, utilizando-se conidios de C. gloeosporioides. Zanette (2007),

trabalhando com protoplastos de Colletotrichum sublineolum, constatou a
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ineficiéncia da lysing enzime na digestdo de paredes das células conidialis,
independente do tempo de exposigdo. Porém, quando o tratamento foi feito em
hifas, a autora obteve até 5,5x10° protoplastos.mL™ Isso pode ser compreendido
pelo fato de que a parede celular dos conidios é mais espessa do que as das hifas
e de composic¢do distinta, 0 que exige sistemas liticos mais complexos.

No presente trabalho, quando foram utilizadas hifas para a
protoplastizagdo de C. gloeosporioides, verificou-se que a maior liberacdo de
protoplastos ocorreu apds quatro a cinco horas de exposicéo (Gréafico 3). Depois
desse tempo, 0 numero de protoplastos decresce e 0s que permanecem no meio
tornam-se deformados, devido & exposicdo excessiva a enzima, que degenera

primeiros protoplastos formados.

—— N° Protoplast = - 0,5025 h® + 4,2831 h - 4,5174 R® = 0,48** (n=24)

x 10° Protoplastos ml™

0 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
Tempo (h)

Gréfico 3 Numero médio de protoplastos de C. gloeosporioides em fungdo do tempo de
hidrélise enzimética
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A transformacdo genética com a utilizagdo do plasmideo PSC001, que
expressa a gfp, foi bem sucedida em ambos os processos. A confirmacdo da
transformacédo dos isolados de C. gloeosporioides foi comprovada por meio da
resisténcia ao antibidtico higromicina-B e pela fluorescéncia verde nos isolados
transformados, uma vez que os isolados selvagens, quando submetidos a
microscopia de epifluorescéncia, ndo emitiam fluorescéncia.

A intensidade da fluorescéncia foi varidvel entre os isolados
transformados, tendo sido observada principalmente no contetdo citoplasmatico
de conidios e hifas. No geral, os mais altos de intensidade de fluorescéncia
foram observados nos conidios de C. gloeosporioides.

Foi observado também que a qualidade da fluorescéncia entre as duas
técnicas foi diferente. Em conidios de C. gloeosporioides transformados por
eletroporacédo, notou-se que a fluorescéncia foi uniforme. Por outro lado, foram
visualizadas falhas na emissdo da fluorescéncia nos conidios transformados por
PEG. O contrario foi observado para o micélio, pois os que foram transformados

pelo método PEG, apresentaram maior nimero de hifas com alta fluorescéncia.
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Figura 1 Conidios de C. gloeosporioides transformados por eletroporagdo, quando
observados ao microscopio de epifluorescéncia, A) com aumento de 20X; B)
com aumento de 10X; C) com aumento 40 de X

Figura 2 Conidios de C. gloeosporioides transformados por PEG, quando observados ao
microscépio de epifluorescéncia, A) conidios esparsos com aumento de 10X;
B) massa de conidios com aumento de 10X; C) hifas com aumento 10 de X
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Quando transformados por eletroporacdo (Figura 1), foram obtidas 18
colénias de transformados. Este € o primeiro relato de transformacdo de
Colletotrichum gloeosporioides, agente causal da mancha-manteigosa em
cafeeiros, por eletroporagdo no Brasil.

Para a transformacdo quimica mediada por PEG (Figura 2), foram
obtidas 21 colénias de transformados. A eficiéncia da transformagdo varia
conforme o sistema utilizado e conforme o microrganismo a ser transformado.
Robinson & Sharon (1999) conseguiram obter mais de 80 transformantes
estaveis de Colletotrichum gloesporioides f. sp. aeschynomene. J& Chen, Hsiang
e Goodwin (2003), obtiveram 9 transformantes de C. destructivum e 8 de C.
orbiculare. Oren et al. (2003), trabalhando com Fusarium verticillioides,
obtiveram dois transformantes por pg de DNA plasmidial e West et al. (1999)
geraram 64 transformantes de Phytophthora palmivora.

Alguns microrganismos incorporam naturalmente DNA exo6geno, em
certas condigdes, e quase todas as células sdo transformadas. Porém, em algumas
populagdes, somente algumas células se tornam competentes, sendo possivel que
apenas um pequeno nimero de células tenha membrana plasmatica permeével ao
DNA transformante, limitando a frequéncia da transformagdo ou, até mesmo, a
competéncia pode ser limitada por algum outro fator, como, por exemplo,
caracteristicas do ndcleo (LONGO, 1995).

Conforme os resultados obtidos, pode-se inferir que o método
empregado, muitas vezes, € capaz de interferir na eficacia da transformagdo. A
eletroporacdo como sistemas de transformacdo é um processo bem estabelecido
e muito empregado, utilizando como células competentes protoplastos e conidios
germinados. No caso de conidios germinados, tem como vantagem 0 pouco
tempo despendido no processo. Entretanto, a transformacgdo genética com a
aplicacdo de polietilenoglicol (PEG), apesar da utilizagdo de diferentes solugdes

e de poder ser aplicado somente a protoplastos, gerados no momento da
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transformacéo, pode ser realizado em qualquer laboratorio, desde que as normas
necessarias de assepsia e descarte sejam seguidas, ndo exigindo nenhum
equipamento especifico.

A avaliacdo dos isolados ap6s os dois processos de transformagdo
confirmou que eles ndo interferiram diretamente nas caracteristicas culturais das
colbnias. Em relacdo a forma e a coloragdo das colbnias, ndo houve diferenca
entre os isolados transformados e selvagens, que variaram de branco-cinza a
salmdo. Em relagdo ao indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM),
constatou-se uma diferenca significativa entre os isolados transformados e o

isolado selvagem (Tabela 2).

Tabela 2 Caracteristicas culturais dos transformados de C. gloeosporioides

Isolados IVCM Coloragéo Esporulagio Formacéo
(D -cm) micélio de setores
1S2 2,06 a Branco-cinza - Sim
1S2-E 1,67b Branco-cinza - Sim
1IS2-P 1,70 b Branco-salmao + - Sim

SI2 —isolado de C. gloeosporioides patogénico

I1S2-P —isolado de C. gloeosporioides transformado por PEG
IS2-E - isolado C. gloeosporioides transformado por eletroporagéo
+- Abundante

- Moderado

Chen, Hsiang e Goodwin (2003) obtiveram sucesso na transformacéo de
isolados de Colletotrichum destructivum e Colletotrichum orbiculare,
observando que, mesmo ap6s varias transferéncias de meios seletivos e ndo
seletivos, houve a manutencgdo da estabilidade de expressao da fluorescéncia. Os
transformantes apresentaram a mesma taxa de crescimento e as mesmas
caracteristicas culturais do tipo selvagem, podendo ser observada a expressdo da
GFP em todas as estruturas fangicas durante a infecgdo de folhas de Nicotiana

benthamiana.
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Sobre estabilidade mitética, quando os fungos transformados foram
repicados, sucessivamente, por seis vezes em meio MEA, eles apresentaram
crescimento normal. Porém, para os transformados obtidos por eletroporacéo,
quando transferidos para meio MEA contendo higromicina-B (225 pg.mL™), os
transformados ndo apresentaram crescimento apds sete dias e ndo mantiveram
sua fluorescéncia. J& os transformados obtidos com PEG demonstraram um
pequeno crescimento quando transferidos para meio seletivo, porém, também
ndo mantiveram sua florescéncia. Entretanto, quando ambos foram transferidos
para meio sempre contendo higromicina-B, em média, cinquenta por cento dos
isolados transformados com gfp mantiveram sua fluorescéncia.

Segundo Lorang et al. (2001), isso pode ser explicado pelo fato de
alguns fungos formarem protoplastos multinucleados, o que pode originar
transformantes com fluorescéncia em apenas algumas células fungicas, sendo,
entdo, necessarias sucessivas transferéncias em meio seletivo para manter a
fluorescéncia. Conforme Siqueira (2009), nestes casos, 0 nicleo ndo mantém a
informacdo necessaria para a producdo da fluorescéncia ao longo das sucessivas
repicagens.

Por meio do teste de patogenicidade dos isolados transformados de C.
gloeosporioides em plantulas de café, ficou evidenciado que esses isolados
mantiveram a sua capacidade de infectar e causar danos (Tabela 3). A
capacidade infectiva de todos os isolados transformados com o marcador gfp
neste estudo foi comparavel a do isolado selvagem. Depois do teste, foi
realizado o isolamento do patégeno em meio sintético, confirmando que o
mesmo foi o causador das lesbes e este foi observado também em microscopia

de epifluorescéncia, confirmando a presenca dos transformados (Figura 3).
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Tabela 3 Patogenicidade apresentada pelos isolados transformados

Isolado indice de intensidade da doenca
IS2 0,90

I1S2-P 0,45

IS2-E 0,66
IH 0,00

ADE 0,00

SI2 —isolado de C. gloeosporioides patogénico

I1S2-P —isolado de C. gloeosporioides transformado por PEG
IS2-E - isolado C. gloeosporioides transformado por eletroporagéo
IH - Isolado de C. gloeosporioides ndo patogénico

ADE - inoculagdo com agua destilada esterilizada
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Figura 3 Hipocétilos de café com sintomas de necrose no caule causada por C.
gloeosporioides e sadios (controles); A) infeccdo pelo isolado transformado;
B infeccdo pelo isolado selvagem patogénico; C) lIsolado selvagem néo
patogénico; D) Controle inoculado com agua; E) conidios isolados dos
hipocétilos de café inoculado com os isolados transformados

Neste trabalho, reforca-se a importdncia do uso de marcadores
genéticos, 0s quais, posteriormente, serdo utilizados em estudos de
patogenicidade e transmissibilidade, assim como no de comportamento do
fitopatogeno na planta, auxiliando na elucidacdo de aspectos relevantes no
complexo Colletotrichum x cafeeiro — mancha-manteigosa, culminando em
valiosas informagGes para o estabelecimento de estratégias de controle e manejo
da doenca.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Em vista dos avangos obtidos e do qudo relevante sdo, para o
patossistema Colletotrichum x cafeeiro, estudos complementares a este ainda
necessitam ser realizados.

Uma andlise mais detalhada, a qual possa ser realizada em microscopia
confocal, possivelmente contribuird para a conclusdo dos resultados aqui
demonstrados, possibilitando o direcionamento dos estudos de caracterizacdo
patogénica, assim como o0 desenvolvimento e o0 monitoramento dos
transformados nos tecidos das plantulas.

No caso de proteinas fluorescentes, a confirmacdo do transformante
pode ser facilmente detectada por meio da expressdo de sua fluorescéncia sob
analise microscopica. Porém, para melhor representatividade do trabalho,
analises dos transformados por ferramentas moleculares, como a reacdo de PCR
ou hibridizacdo com sondas, que marcara a sequéncia de DNA de interesse,
devem ser realizadas para a confirmacéo da introdugdo dos fragmentos de gfp no

genoma do fungo.



38

6 CONCLUSOES

a)

No presente trabalho foram obtidos isolados de Colletotrichum
gloeosporioides transformados com o gfp, com potencial para utilizacdo

na interagdo patdgeno-hospedeira.

b) As condicbes ideais para a obtencdo de protoplastos de C.

c)

gloeosporioides sdo: utilizagdo de hifas de C. gloeosporioides em
estabilizador osmético KCI 0,7M, concentracdo de 5mg.ml™ de Lysing

enzime e tempo médio de hidrolise enzimatica de 4 a 5 horas.

Os dois métodos de transformacdo genética utilizados, eletroporagéo e
transformacdo quimica mediada por PEG, sdo eficientes na
transformacdo genética do fitopatégeno Colletotrichum gloeosporioides,
agente etioldgico da mancha-manteigosa em cafeeiros, utilizando o

plasmideo pSCO001, sendo este eficaz na expressdo do gene marcador

gfp.

d) As caracteristicas culturais e a patogenicidade dos isolados de

Colletotrichum  gloeosporioides ndo sdo afetadas pela sua
transformacdo com o gene gfp, porém, ha alteracdo do indice de

velocidade crescimento micelial (IVCM).

Com a utilizacdo do isolados de transformados de Colletotrichum

gloeosporioides confirmou-se a exteriorizacdo dos sintomas.
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