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RESUMO

Sobrevivéncia, colonizacéo, deteccdo e monitoramento de Colletotrichum
acutatum em folhas de citros

A migracéo da citricultura paulista das regides norte e central para a regiao
sudoeste, tem submetido a cultura a clima mais chuvoso e, consequentemente, a
maior ocorréncia da podridao floral dos citros (PFC). A PFC, cujo agente causal é C.
acutatum, induz a absciséo de frutos jovens e pode causar perdas de 100%. Alguns
componentes do monociclo dessa doenga ainda encontram-se indefinidos. Os
processos de sobrevivéncia e colonizacdo tém sido sustentados por evidéncias
oriundas de experimentos ndo conclusivos. Até o momento, os métodos de deteccao
nao tém sido eficazes para detectar o patégeno em folhas assintomaticas de citros,
além de ndo serem capazes de quantifica-lo. Diante dessas lacunas, esse trabalho
buscou avaliar o periodo de sobrevivéncia do patégeno na superficie de folhas
assintomaticas entre as floradas; verificar se o patégeno coloniza os tecidos das
folhas de citros; estabelecer um método sensivel para deteccdo e quantificacdo de
C. acutatum e C. gloeosporioides na superficie foliar e; monitorar quantitativamente
0s patdégenos em campos de producdo de citros no Estado de Sdo Paulo. A
sobrevivéncia do patdgeno foi avaliada em condigbes controladas, casa de
vegetacdo e condicBes ambientais. Foi notado que o patdgeno sobreviveu até sete
meses em condi¢des controladas, até dez meses em casa de vegetacdo e até seis
meses sob condicbes ambientais. Chuvas regulares associadas ao molhamento
foliar prolongado, auxiliaram na manutengcdo e sobrevivéncia do indéculo na
superficie foliar. O processo de colonizacdo do patégeno foi investigado por
microscopia de luz, transmissdo e confocal. Ndo foi observada colonizagdo do
patbgeno em tecidos foliares. O peg de penetracdo proveniente dos apressorios
penetrou a cuticula e ficou restrito numa camada péctica, acima da parede periclinal
da epiderme. Diferentes métodos foram avaliados para a detec¢do e quantificacéo
de C. acutatum e C. gloeosporioides em folhas de citros. Foi desenvolvida uma PCR
em tempo real (QPCR) e uma PCR multiplex em tempo real (qPCR multiplex), ambas
especificas e altamente sensiveis a deteccdo dos patdgenos. O DNA da planta ndo
influenciou na amplificacdo da gPCR. As qPCR foram muito mais sensiveis que a
PCR convencional e Nested-PCR. Distintos métodos para processamento das
amostras e para obtencdo do DNA foram avaliados. O método do congelamento e a
maceracdo do tecido foliar, foram os mais eficazes para o0 processamento da
amostras e, a extracdo do DNA (CTAB ou Qiagen) foi melhor método de obtengéo
do DNA para quantificacdo dos patogenos. O spot e extracdo do DNA foram
validados para a detec¢do dos patdgenos tanto para a qPCR quanto para a qPCR
multiplex. O monitoramento dos patégenos foi realizado em areas localizadas em
duas distintas regifes do Estado de Sao Paulo. Foi notado consideravel aumento na
quantidade de in6culo quando ocorreram chuvas regulares, com muitos dias com
chuvas. O inéculo se concentrou no interior da copa em épocas com baixo volume
de chuvas. A guantidade de in6culo de C. acutatum na area localizada em Santa
Cruz do Rio Pardo foi consideravelmente maior que na area de Barretos e ambas
apresentaram quantidades similares de C. gloeosporioides.

Palavras-chave: Citrus sinensis; Podriddo Floral dos Citros; Colletotrichum
gloeosporioides; PCR em tempo real
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ABSTRACT

Survival, colonization, detection and monitoring of Colletotrichum acutatum on
citrus leaves

The migration of the citrus culture in Sdo Paulo State from the northern and
central regions to the south-western region submitted the culture to a wetter climate
and, consequently, a higher incidence of postbloom fruit drop (PFD). PFD, whose
causal agents are C. acutatum and C. gloeosporioides, induces the abscission of
young fruits and can causes loss of 100% of the culture. Some monocycle
components of this disease are still undetermined. The survival and colonization
processes are supported by evidences from inconclusive experiments. To date, the
detection methods have not been effective in detecting and quantifying the pathogen
in asymptomatic citrus leaves. This study aimed to assess the survival period of C.
acutatum on the surface of asymptomatic leaves between the flowering seasons, to
verify whether the pathogen colonizes the tissues of citrus leaves of citrus, to
establish a sensitive method for detection and quantification of C. acutatum and C.
gloeosporioides on leaves surface and to monitor quantitatively the pathogens in
citrus orchards in the State of Sdo Paulo in Brazil. The survival of the pathogen was
evaluated under controlled conditions, in a greenhouse and in environmental
conditions. The pathogen survived for seven months under controlled conditions, ten
months in a greenhouse and six months under environmental conditions. Regular
rainfall associated with the prolonged leaf wetness favored the maintenance and
survival of the inoculum on the leaf surface. The colonization process of the
pathogen was investigated by light, confocal and transmission microscopy. Pathogen
colonization was not observed on leaf tissues. The penetration peg from appressoria
penetrated the cuticle and was restricted in a pectic layer on the periclinal epidermal
wall. Different methods were evaluated for the detection and quantification of C.
acutatum and C. gloeosporioides on leaves of citrus plants. It was developed a real-
time PCR (qPCR) and a real-time multiplex PCR (qPCR multiplex), both specific and
highly sensitive in the detection of pathogens. The plant DNA did not influence the
gPCR amplification. The gPCRs were much more sensitive than the conventional
PCR and Nested-PCR. Different methods for sample processing and for DNA
extraction were evaluated. The freezing and maceration methods of foliar tissue were
the most effective for sample processing and the DNA extraction (CTAB or Qiagen)
was best method for extracting the DNA for pathogen quantification. The Spot and
DNA extraction were validated for the detection of pathogens for both gPCR and
multiplex qPCR. The monitoring of pathogens was carried out in two separate
regions of the State of S&do Paulo in Brazil. It was observed a considerable increase
in the number of inoculum when regular rainfall occurred, with many rainy days. The
inoculum was concentrated within the tree canopy in seasons with low volume of
rainfall. The number of inoculum of C. acutatum the at region of Santa Cruz do Rio
Pardo was considerably higher than in the region of Barretos and both showed
similar amounts of C. gloeosporioides.

Keywords: Citrus sinensis; Postbloom Fruit Drop; Colletotrichum gloeosporioides;
Real-time PCR
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1 INTRODUCAO

A citricultura brasileira apresenta numeros expressivos que traduzem a
grande importancia econémica e social que a atividade tem para a economia do
pais. O Brasil tem sido lider mundial de producéo de laranjas, com 18.564 milh&es
de toneladas (safra 2012/2013), seguido pelos Estados Unidos, com 8.014 milhdes
de toneladas (UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE - USDA, 2013).
No Brasil, o Estado de S&ao Paulo se destaca como o maior produtor nacional de
citricos, com aproximadamente 74% da producdo nacional (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2013). As regides Norte,
Nordeste e Centro do Estado de Sao Paulo respondem por 60 a 70% da producao
de citros do Estado (NEVES et al., 2007). Entretanto, nos ultimos anos, tem-se
verificado a migragéo da citricultura dessas tradicionais regides de plantio de citros
para novas areas ao sudoeste. Essa migracdo, deve-se, sobretudo, a melhor
distribuicdo de chuvas nessa regido, que reflete em reducdo nos custos de
producdo, devido a reducdo nos gastos com irrigacdo (NEVES et al., 2010). No
entanto, o clima dessa regido é favoravel a ocorréncia da podridao floral dos citros
(PFC).

Os agentes causais da PFC séo Colletotrichum acutatum J.H. Simmonds e
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. Os sintomas da PFC
caracterizam-se pela presenca de lesGes necroticas de coloragdo réseo-alaranjadas
nas pétalas das flores abertas. Apds a infeccéo das flores, os frutos recém formados
podem cair e os calices ficam aderidos ao disco floral e, comumente, sdo chamados
de “estrelinhas” (TIMMER et al., 1994).

Para melhorar o manejo da doenca, é fundamental que se tenham definidos
claramente, os processos que compde o monociclo da doenca. No entanto, alguns
desses processos, ainda encontram-se indefinidos.

Experimentos realizados sob condigdes controladas, mostraram que o
patdogeno pode sobreviver na propria planta, aderido as folhas, na forma de
apressorios. No entanto, como os ensaios foram conduzidos por até um més, nao foi
esclarecido se essa forma de sobrevivéncia é eficiente para manter o patégeno
viavel durante periodos mais prolongados, de cerca de um ano, que corresponde ao
intervalo entre as floradas (AGOSTINI; TIMMER, 1992; ZULFIQAR; BRLANSKY;
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TIMMER, 1996; TIMMER; BROWN, 2000). Dessa forma, determinar a fonte e
quantificar o tempo de sobrevivéncia do inéculo é indispensavel na definicdo de
estratégias de manejo da doenca, uma vez que a eliminacédo do indculo como tatica
de controle s6 pode ser executada se o0 mesmo for bem conhecido, o que ndo € o
caso até o momento, para a podridao floral dos citros.

Trabalhos sugerem que os apressorios formados na superficie foliar, podem
emitir uma hifa infectiva capaz de colonizar as células epidérmicas. Essa hifa estaria
restrita dentro das células da epiderme, local onde o apressoério retiraria nutrientes
para a manutencdo da sua viabilidade por um longo periodo. Essas evidéncias
partiram de ensaios baseados no isolamento do patégeno apds desinfestacéo
superficial do tecido foliar e, pela constatacdo, ao microscopio, de um poro na base
do apressorio, por onde seriam emitidas as estruturas infectivas nas células da
epiderme (AGOSTINI; TIMMER, 1994; ZULFIQAR; BRLANSKY; TIMMER, 1996;
PERES et al., 2005; MACKENZIE et al., 2010). No entanto, até o0 momento, apenas
indicios sustentam essa hipétese, ndo existem estudos que analisaram seccfes da
interacdo entre apressorio e tecidos foliares.

A deteccao e identificacdo de C. acutatum e C. gloeosporioides tem sido
realizada por meio da associacdo entre métodos de diagnose classicos, como o
isolamento do patégeno em meio de cultivo semi-seletivo, métodos moleculares, por
meio da PCR convencional utilizando iniciadores especificos e, métodos sorolégicos,
utilizando anticorpos especificos em um ensaio imunoenzimatico (ELISA) (MILLS et
al., 1992; SREENIVASAPRASAD et al., 1996; WARD et al., 2003; GARRIDO et al.,
2009). Atualmente, esses métodos tradicionais tém sido substituidos pela PCR em
tempo real e da PCR multiplex em tempo real, por serem mais sensiveis, mais
rapidos, menos laboriosos e por serem capazes de quantificar o DNA do patégeno.
Além disso, um grande desafio no manejo da PFC é a deteccdo precoce de C.
acutatum em campo, ou seja, antes da florada. Assim, detectar e quantificar o
patbgeno em folhas assintomaticas € de fundamental importancia para a
programacao de estratégias de controle, além de amparar estudos epidemiolégicos
e outros estudos envolvendo o patossistema.

Diante de tantas lacunas observadas nesse patossistema, este trabalho
tem como objetivo, avaliar o periodo de sobrevivéncia do patégeno na superficie de
folhas assintométicas no periodo entre as floradas; verificar se o patdogeno coloniza

os tecidos foliares dos citros; estabelecer um método eficiente e sensivel para
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deteccdo e quantificacdo de C. acutatum e C. gloeosporioides na superficie foliar e
monitorar quantitativamente os patégenos em campos de producdo de citros no

Estado de Sao Paulo.
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2 SOBREVIVENCIA E COLONIZACAO DE Colletotrichum acutatum EM FOLHAS
DE CITROS

Resumo

A podridao floral dos citros, causada por C. acutatum, tem gerado seérios
prejuizos em diversos paises do continente americano. A doenga atinge
principalmente as flores citricas, causando lesGes necréticas de coloracdo roseo-
alaranjadas. Os frutos formados podem cair, enquanto que os cdlices e o0s
pedunculos ficam firmemente aderidos aos ramos, formando estruturas tipicas da
doencga que recebem o nome de “estrelinhas”. Relatos sugerem que a sobrevivéncia
do patogeno, entre os periodos de florescimento da planta, ocorra na forma de
apressorios aderidos a superficie foliar. Outras evidéncias também apontam que 0s
apressorios podem emitir uma hifa infectiva, capaz de infectar e colonizar as células
da epiderme foliar. Entretanto, essas evidéncias foram baseadas em ensaios ndo
conclusivos. Diante das lacunas encontradas no patossistema, esse trabalho teve a
finalidade de avaliar, o periodo de sobrevivéncia do patégeno na superficie foliar e
analisar se o patégeno coloniza os tecidos foliares dos citros. Para estudar a
sobrevivéncia do patégeno na superficie foliar, distintos ensaios foram conduzidos
em: |- condi¢cBes controladas, a 21°C e 27 °C; II- casa de vegetacédo, na presenca e
auséncia do molhamento foliar; Ill- condi¢des ambientais do campo experimental do
departamento de Fitopatologia e Nematologia da Esalg/USP. Para estudar a
colonizacdo de C. acutatum em folhas de citros, folhas provenientes de mudas de
laranjeira ‘Péra’ foram inoculadas com conidios do patégeno e incubadas em camara
Umida por 72 horas. Amostras foram coletadas 72 e 168 horas apds a inoculacao e
preparadas para as analises ao microscopio de luz, transmissdo e confocal. Em
condicBes controladas, 21°C e 27 °C, o patdgeno sobreviveu de quatro a sete meses
apos a inoculacdo. Em condi¢Bes de casa de vegetacao notou-se uma expressiva
diferenca entre as plantas exposta ou ndo ao molhamento foliar. Foi notada a
viabilidade do patégeno até seis ou dois meses, nas amostras expostas ou ndo ao
molhamento foliar, respectivamente. Nos ensaios conduzidos sob condigbes
ambientais, foi verificado que o patdgeno sobreviveu por um periodo maior em
épocas com alto indice pluviométrico associados a muitos dias com chuvas (DCCH).
N&o foi observada colonizacédo das células epidérmicas, entretanto, notou-se que o
patogeno foi capaz de emitir o peg de penetracéo através da camada cuticular. Esse
peg de penetracdo ficou restrito numa camada péctica, entre a cuticula e a parede
periclinal externa das células epidérmicas. Diante das constatacdes obtidas,
podemos inferir que o patdgeno pode sobreviver nas folhas, mediante as constantes
propagacdes de suas estruturas, proporcionadas pelo molhamento foliar e, que o
peg de penetragdo formado a partir do apressorio, fica restrito a uma camada abaixo
da cuticula, de onde o patdgeno pode retirar nutrientes para sua manutencao,
durante seu periodo de sobrevivéncia na superficie foliar.

Palavras-chave: Apressorio; Molhamento foliar; peg de penetracao
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Abstract

The postbloom fruit drop caused by C. acutatum is responsible for great losses to
citrus groves in several countries of the American continent. The disease affects
primarily citrus flowers, causing necrotic lesions of pinkish-orange color. The fruits
may drop, while the chalices and the stems are firmly adhered to the branches,
forming structures typical of the disease named “little stars”. Reports suggest that the
survival of the pathogen, between periods of plant flowering, occurs as appressoria
adhered to the leaf surface. Other evidences show that the appressoria may emit an
infective hypha, able to infect and colonize the epidermal cells of the leaf. However,
these evidences were based on inconclusive tests. Due to the gaps in the
pathosystem, this study aimed at assessing, the survival period of the pathogen on
leaf surface and analyzing whether the pathogen colonizes leaf tissues of citrus. For
that purpose, different tests were conducted in: | — controlled conditions at 21°C and
27°C; Il — in a greenhouse, in the presence or absence of foliar wetness; Ill —
environmental conditions at the experimental field of the Plant Pathology and
Nematology Department of ESALQ/USP. To study the colonization of C. acutatum on
citrus leaves, leaves from seedlings of “Pera” variety with conidia of the pathogen
were inoculated and incubated in a humid chamber for 72 hours. The samples were
collected 72 and 168 h after inoculation and prepared for the analysis under a light,
transmission and confocal microscope. Under controlled conditions, 21°C and 27°C,
the pathogen survived from four to seven months after inoculation. In greenhouse
conditions, there was a significant difference between plants exposed or not to leaf
wetness. The viability of the pathogen up to six or two months was observed in
samples exposed or not to the leaf wetness, respectively. In trials conducted under
environmental conditions, the pathogen survived for a longer period in seasons with
high precipitation associated with many rainy days. Colonization of the epidermal
cells was not observed; however, the pathogen was capable of emitting the
penetration peg through the cuticular layer. This penetration peg was restricted in a
pectic layer, between the cuticle and the external periclinal wall of epidermal cells.
These findings show that the pathogen can survive on the leaves, using the constant
of spreads its structures provided by the leaf wetness. The penetration peg formed
from the appressorium is restricted to a layer below the cuticle.

Keywords: Apressorium; Leaf wetness; Penetration peg

2.1 Introducéao

A podriddo floral dos citros (PFC), cujo principal agente causal é C.
acutatum, tem causado importante prejuizo a producdo de citricos em diversos
paises do continente americano (FAGAN, 1979; PORTO; ROSSETI; DORNELLES,
1979; SONODA; HEBB, 1991).

Os sintomas dessa doenca sao caracterizados pela presenca de lesdes

necroticas de coloracdo roseo-alaranjada, geralmente nas pétalas, comprometendo
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todos seus tecidos. Os frutos recém-formados apresentam descoloracdo amarelo-
palida e caem rapidamente, enquanto os discos basais, os célices e os pedunculos
podem ficar firmemente aderidos aos ramos, formando estruturas tipicas da doenca
que recebem a denominagao de “estrelinhas”. Essas estruturas podem permanecer
fixadas aos ramos por até 18 meses (FEICHTENBERGER et al., 2005; TIMMER et
al., 1994).

Trabalhos revelam que os apressoérios de C. acutatum podem sobreviver
aderidos a superficie das folhas, de forma assintomatica, durante o intervalo entre as
floradas, periodo que pode corresponder a um ano, principalmente naquelas
variedades de florescimento uniforme e curto (AGOSTINI; TIMMER, 1994;
ZULFIQAR; BRLANSKY; TIMMER, 1996). Zulfigar, Brlansky e Timmer (1996),
estudando a sobrevivéncia de C. acutatum em folhas de citros, em condi¢Oes
controladas, notaram que o patdgeno sobreviveu até um més aderido a superficie
das folhas, na forma de apressorios. Entretanto, ndo se sabe se essa forma de
sobrevivéncia € eficiente para manter o patdgeno viavel por periodos mais
prolongados, considerando que o intervalo entre floradas pode ser de até um ano.
Dessa forma, novos ensaios devem ser conduzidos para avaliar essa estratégia de
sobrevivéncia do patdégeno por periodos maiores, e que melhor represente o
periodos entre as floradas.

Outras evidéncias apontam que os apressorios formados na superficie foliar
podem emitir uma hifa infectiva capaz de colonizar as células epidérmicas (PERES
et al., 2005). Essa hifa estaria restrita dentro das células da epiderme, local onde o
apressorio retiraria nutrientes para a manutencédo da sua viabilidade por um longo
periodo (PERES et al., 2005). Baseados no isolamento do patégeno apds assepsia
do tecido foliar e pela constatacdo de um poro no apressorio visualizado em
microscopia de luz, alguns autores concluiram que o patdgeno seria capaz de
colonizar os tecidos epidérmicos foliares (AGOSTINI; TIMMER, 1994; ZULFIQAR,;
BRLANSKY; TIMMER, 1996; PERES et al., 2005; MACKENZIE, 2010). Entretanto,
tais conclusbes parecem prematuras, uma vez que nao existem estudos mostrando
a interacdo do apressorio com os tecidos foliares.

Diante das lacunas observadas nesse patossistema, este trabalho foi
proposto, com a finalidade de avaliar o periodo de sobrevivéncia do patégeno na
superficie foliar e analisar se ocorre a colonizacdo do patdgeno em tecidos foliares

de citros.
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2.2 Desenvolvimento

2.2.1 Revisao Bibliografica

Atualmente, o Brasil € o maior produtor mundial de citros, com a producéo
estimada de 18.564 milhGes de toneladas de laranja, seguido pelos Estados Unidos,
com 8.014 milhdes de toneladas (USDA, 2013). No Brasil, a regido responsavel pela
maior parte da producdo € a sudoeste, tendo o Estado de Sao Paulo
aproximadamente 74% da produc&o nacional, seguido pela Bahia (IBGE, 2013). O
cinturdo citricola paulista estd dividido em quatro regides produtoras: norte,
nordeste, sudoeste e sudeste. As regides norte e nordeste sdo as mais produtivas
com 60% da producédo e 70% da area plantada do cinturéo citricola. No entanto,
entre 2005 e 2009, houve expansdo de 89% no numero total de arvores em novas
areas da regido sudoeste. A migracdo das regibes norte e central, tradicionais
regides citricolas, para novas areas ao sudoeste, deve-se a0 menor custo da terra,
maior ocorréncia de chuvas, menor incidéncia de doengas como o huanglongbing
(HLB) e a clorose variegada dos citros (CVC) que, nessa nova fronteira, ndo ameaca
os pomares. A melhor distribuicdo de chuvas nessa regiéo reflete-se em reducao
nos custos de producéo, devido a reducdo nos gastos com irrigacao (NEVES et al.,
2010). No entanto, favorece a ocorréncia da podridao floral dos citros (PFC). Essa
doenca é esporadica na regido norte do Estado de Sao Paulo, porém, é de grande
importancia econdmica no sudoeste do Estado, devido a sua frequente ocorréncia
(FEICHTENBERGER et al., 2005).

A PFC caracteriza-se pela presenca de lesdes necréticas de coloracdo
réseo-alaranjada nas pétalas e subsequentemente, amarelecimento dos frutos
recém formados e posterior queda, deixando os célices e os pedunculos retidos nos
ramos, formando estruturas que recebem o nome de “estrelinhas”. Essas estruturas
séo tipicas da doenca e podem permanecer fixadas aos ramos por até 18 meses.
Ramos que permanecem com essas estruturas (calices e pedunculo) aderidas, no
ano seguinte nao florescem e respondem como se estivessem suportando frutos. As
folhas ao redor da inflorescéncia doente sdo frequentemente pequenas, deformadas,
com nervuras grossas e dao aos ramos aparéncia de roseta (FEICHTENBERGER et
al., 2005; TIMMER, et al., 1994). Sintomas também podem ocorrer no pistilo
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(estigma e estilete), onde sao formadas lesdes de coloragdo marrom ou negra (LIN
et al., 2001).

Segundo Agostini e Timmer (1994) Conidios produzidos em acérvulos de
pétalas de flores infectadas podem ser deslocados por respingos de chuvas e
atingirem a superficie das folhas. Nesse 6rgéo vegetal, os conidios podem germinar
formando apressorio, que, por sua vez, podem formar um peg de penetracdo que
atravessa a cuticula e forma uma hifa infectiva dentro das células epidérmicas. Na
préxima florada, a agua da chuva ao entrar em contato com as pétalas e atingir a
superficie foliar podem fornecer substancias que estimulam a germinacdo dos
apressorios, formando novos conidios na superficie foliar. Estes conidios séo
dispersos por respingos de chuva para novas flores reiniciando ciclo da doenca.

A sobrevivéncia do inéculo € uma fase que garante a perpetuacdo do
fitopatbgeno em situacdes adversas, tais como auséncia do tecido hospedeiro e/ou
condi¢cdes climaticas desfavoraveis. Para tanto, os fitopatdgenos desenvolveram
grande variedade de estratégias de sobrevivéncia, como por exemplo, a producéo
de estruturas especializadas de resisténcia, atividade saprofitica e permanéncia em
plantas hospedeiras (AMORIM; PASCHOLATI, 2011).

Colletotrichum acutatum € considerado um patégeno bastante versétil pela
sua grande capacidade de sobreviver de diferentes maneiras. Esse patégeno pode
sobreviver na prépria planta hospedeira, em outros hospedeiros alternativos, no solo,
em restos culturais da planta hospedeira ou produzir apressorios como estruturas de
sobrevivéncia (EASTBURN; GUBLER, 1990; ZULFIQAR; BRLANSKY; TIMMER,
1996; FREEMAN; SHALEV; KATAN, 2002; PERES et al., 2005; FREEMAN, 2008).

Em Citrus sinensis (laranja doce), o Unico 6rgdo suscetivel a C. acutatum € a
flor. Como o florescimento de Citrus sinensis dura poucos meses, a planta apresenta
tecido suscetivel por um curto periodo de tempo. Dessa forma, na auséncia de
tecido suscetivel, o patdgeno deve lancar mao de estratégias de sobrevivéncia. A
literatura relata que o patdgeno pode sobreviver aderido aos calices retidos na
planta, em plantas daninhas e em folhas da proépria planta (ZULFIQAR; BRLANSKY;
TIMMER, 1996; CINTRA, 2009; FRARE, 2011).

Cintra (2009) constatou que o célice retido na planta € uma importante fonte
de inéculo, uma vez que o patdbgeno consegue sobreviver aderido a essas estruturas
florais. Por outro lado, Silva-Junior (2011) afirmou que estas estruturas vegetais nédo

representavam fontes de indéculo importantes para a podriddo floral dos citros,
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considerando que o inéculo pode estar presente em folhas e ramos da planta. Nesse
mesmo trabalho, o autor percebeu que a poda dos célices da planta ndo resultou em
reducdo da doenca no campo e que nas areas onde foi realizada a poda dos calices
persistentes, antes do florescimento, a doenca ocorreu apés periodos de chuvas e
molhamento foliar, atingindo até 100% das plantas.

Frare (2011) relatou a sobrevivéncia do patégeno em plantas daninhas
frequentemente associadas as areas citricolas. Nesse trabalho, o autor observou a
sobrevivéncia do patdgeno até trés meses apés a inoculacdo das plantas daninhas
avaliadas e concluiu que tais plantas podem servir como hospedeiras alternativas de
C. acutatum, resultando em fonte de indculo primario e secundario para a cultura dos
citros.

Agostini e Timmer (1994), estudando a sobrevivéncia de C. acutatum em
folhas de citros, em condi¢cbes controladas, observaram que o patdégeno sobreviveu
até 28 dias aderido a superficie das folhas, na forma de apressoérios. Entretanto, néo
se sabe se essa forma de sobrevivéncia é eficiente para manter o patdgeno viavel
por periodos mais prolongados, uma vez que esse ensaio foi conduzido por somente
um més apos a inoculacéo.

A colonizacdo de patdgenos nos tecidos da planta hospedeira inicia-se ap6s
0 seu estabelecimento da relacdo parasitaria estavel com a mesma. Nessa fase, o
patégeno passa a se distribuir nos tecidos da planta e diversos processos
fisiologicos podem ser alterados, resultando em sintomas (AMORIM; PASCHOLATI,
2011).

Conidios de C. acutatum, ao entrar em contato com a planta, sob condi¢bes
favoraveis, podem germinar, dando origem aos tubos germinativos, que poderao
iniciar a formacdo de apressorios (PERES et al.,, 2005). A penetracdo desse
fitopatdgeno no tecido de pétalas de citros pode ocorrer tanto pelo ingresso de uma
hifa infectiva através dos estébmatos, como por meio do peg de penetracdo formado
a partir do apressorio (ZULFIQAR; BRLANSKY; TIMMER, 1996; MARQUES, 2012).

Segundo Marques (2012), essa segunda forma de penetracdo estd mais
frequentemente relacionada a infecgcdo de C. acutatum em pétalas de citros. Esse
peg de penetracdo pode invadir diretamente a cuticula e a parede das células
epidérmicas (BAILEY; JEGER, 1992). Ap0s a penetragdo, esse patdégeno pode
crescer de modo subcuticular entre as paredes periclinais e anticlinais da epiderme

ou de maneira intracelular, através das células da epiderme (MARQUES, 2012).
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A colonizacdo de C. acutatum nos tecidos foliares tem sido relatada por
alguns autores (ZULFIQAR; BRLANSKY; TIMMER, 1996; PERES et al., 2005;
MACKENZIE; PERES; TIMMER, 2010). Entretanto, os resultados obtidos nesses
trabalhos sdo baseados em evidéncias indiretas de tais processos.

Zulfigar, Brlansky e Timmer (1996) relataram penetracdo e colonizagéo dos
tecidos foliares por C. acutatum. Nesse trabalho, utilizando a técnica do esmalte
para remocao das estruturas formadas pelo patdégeno na superficie foliar, os autores
evidenciaram um poro na parede do apressoério e concluiram que se tratava de uma
abertura por onde peg de penetracdo sairia para infectar e posteriormente colonizar
o tecido foliar.

Baseados nessas evidencias, Peres et al. (2005) descreveram o ciclo da
doenca considerando que uma possivel hifa infectiva formada a partir do apressorio,
coloniza os tecidos da epiderme, sendo capazes de retirar nutrientes para sua
manutenc¢ao durante o periodo de sobrevivéncia na superficie foliar.

MacKenzie, Peres e Timmer (2010), relataram que isolados de C. acutatum
provenientes de outros hospedeiros foram capazes de colonizar folhas de laranjeira
doce (Citrus sinensis). Para chegar a essa conclusdo, os autores, inocularam o
patébgeno na superficie foliar e, ap6s a incubacdo das folhas em camara umida,
avaliaram a colonizacdo do patégeno em seus tecidos por meio do isolamento do
patbgeno em meio de cultivo semi-seletivo, a partir de segmentos foliares
previamente submetidos a desinfestacao superficial.

Assim, observa-se que as conclusdes obtidas por esses autores a respeito
da colonizacdo dos tecidos foliares partiram de evidéncias indiretas dos processos
de penetracdo e colonizagcdo. Nenhum desses trabalhos avaliou seccbes
transversais do tecido visando observar a interagdo do patdégeno com o tecido foliar,

0 que seria imprescindivel para se chegar a tais conclusdes.
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2.2.2 Material e métodos

2.2.2.1 Sobrevivéncia de Colletotrichum acutatum em folhas de citros

2.2.2.1.1 Obtencéo, condi¢cdes de crescimento e manutencdo das culturas

fangicas

Os isolados utilizados para a conducdo dos experimentos foram obtidos a
partir do isolamento de pétalas de plantas citricas sintomaticas, oriundas do
municipio de Santa Cruz do Rio Pardo-SP. Fragmentos dos tecidos sintomaticos
foram desinfestados em alcool 70% durante 30 segundos, hipoclorito de sodio 1,5%
durante 60 segundos e sucessivas lavagens em agua destilada para remocao do
hipoclorito de sodio. Os fragmentos foram transferidos para meio Agar-Agua (AA) e
mantidos a 25 °C, com regime de luz continua, durante dez dias. Posteriormente,
por¢cdes das hifas formadas foram transferidas para o meio de cultivo Batata-
Dextrose-Agar (BDA), para cultivo e obtencdo das culturas puras, as quais foram
mantidas a 25 °C, sob fotoperiodo de 12 horas. Para confirmar se os isolados de
fato eram C. acutatum, foi realizado uma Reacdo da polimerase em cadeia (PCR)
com o iniciador especifico Calnt2 em conjunto com o iniciador ITS4, para
amplificagéo da regido do Espacgo Interno Transcrito (ITS) do DNA ribossémico dos
isolados analisados. As analises foram conduzidas no Centro de Diagndstico de
Pragas e Doencas de Citros do Fundo de Defesa da Citricultura (Fundecitrus).
Dentre os isolados obtidos, o isolado LFN-1, por apresentar maior agressividade, foi
selecionado para a condugdo dos ensaios. A partir da transformagéo genética, pela
insercéo aleatdria do gene 'Green Fluorescent Protein' (GFP), no genoma do isolado
LFN-1, foi obtido o isolado transformado LFN-1T.

Os isolados foram cultivados em meio de Aveia-Agar (60g de aveia, 12g de
Agar e 1L de &agua) para a producdo de conidios. Quando necessario, para o
isolamento do patdgeno, foi utilizado meio semi-seletivo constituido de meio BDA, 10
pug mL?* de carbendazim e 0,3 mg mL™ de estreptomicina (SONODA; PELLOSI,
1988; GOES; KIMATI, 1998; PERES et al., 2002). Os isolados foram preservados

pelo método da dessecacdo em papel de filtro. Para isso, fragmentos de
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aproximadamente 4 cm? de papel-de-filtro esterilizado foram distribuidos na
superficie do meio BDA contido em placas de Petri e um disco de micélio foi
depositado no centro da placa. Apdés o desenvolvimento da colénia, cada fragmento
de papel de filtro contendo as estruturas do fungo foi retirado da placa de Petri e
transferido para outra placa de Petri esterilizada. Essa placa foi mantida em um
dessecador até completa secagem do material. Os fragmentos de papéis secos
contendo as estruturas do isolado foram transferidos para microtubos esterilizados

contendo silica gel esterilizada e armazenados a -22 °C.

2.2.2.1.2 Extracdo do DNA e condigbes da PCR

O DNA gendmico dos isolados obtidos nos ensaios foi extraido utilizando a
metodologia descrita por Dellaporta, Wood e Hicks (1983) adaptada. Todos os
isolados foram cultivados em meio BDA a 25 °C sob fotoperiodo de 12 horas,
durante sete dias. Cerca de 50 mg de micélio aéreo do fungo foram transferidos
assepticamente para microtubos de 1,5 mL, contendo 600 uL de tampao de extragao
(NaCl 0,5 M; EDTA 0,05 M; Tris-HCI 0,1 M; pH 8,0; B-mercapoetanol 0,2%). Com
auxilio de um pistilo de plastico, o micélio foi macerado no tampéao de extracdo. Apos
maceracao, foi adicionado em cada microtubo 50 yL de SDS 20%, seguindo-se
agitacdo durante um minuto e incubacédo a 60 °C por 15 minutos. Posteriormente
adicionou-se 300 pL de acetato de potassio 5 M, agitou-se por um minuto e a
mistura obtida foi submetida a centrifugacdo a 18.625 g durante 10 minutos. Em
seguida, 400 pL do sobrenadante, foram transferidos para novos microtubos
contendo 400 pL de isopropanol. Uma breve agitagao foi realizada nos microtubos e
em seguida submetidos a centrifugagcéo a 18.625 g por 10 minutos. O sobrenadante
foi removido cuidadosamente do microtubo e ao precipitado foram adicionados 500
ML de etanol 70% em cada microtubo. Os microtubos foram submetidos a nova
centrifugacdo a 14.243 g durante 5 minutos. Por fim, todo o sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi seco a temperatura ambiente e ressuspendido em 50
ML de &gua Milli-Q autoclavada. O DNA gendmico obtido foi armazenado sob
temperatura de -20 °C.

Para a PCR foi utilizado o iniciador Calnt2 (5-GGGGAAGCCTCTCGCGG-
3), especifico para C. acutatum (SREENIVASAPRASAD et al., 1996) em conjunto
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com o iniciador ITS4, para amplificagdo da regido ITS do DNA ribossémico dos
isolados analisados. A reacéo foi realizada utilizando-se 25 pL de solugéo, em agua
Milli-Q, contendo 2 yL do DNA extraido, 2,5 yL do tampao 10x para PCR, 1,5 mM de
MgCl,, 0,2 mM de uma mistura de dNTPs, 0,5 uM de cada iniciador (Calnt2 e ITS4)
e 0.04 U Taq DNA polimerase. Para a reacéo, o termociclador foi programado para
um ciclo de 30 segundos a 94 °C, 45 segundos a 62 °C e 90 segundos a 72 °C,
seguido de um ciclo de 30 segundos a 94 °C, 45 segundos a 60 °C e 90 segundos a
72 °C, finalizando com 35 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 45 segundos a 58 °C e 90
segundos a 72 °C. Apés a PCR, os produtos foram aplicados em gel de agarose 1%,
corado com SYBR Safe™ DNA gel Stain (Invitrogen Corporation). A corrida foi
realizada em corrente constante de 5 volts/cm por 1 h. As bandas de DNA foram

visualizadas em transiluminador de ultravioleta e fotografadas.

2.2.2.1.3 Obtencédo da agua de lavagem de pétalas (ALP)

Flores assintomaticas provenientes de mudas de laranjeira ‘Valéncia’ foram
utilizadas para a obtencdo da agua de lavagem das pétalas. Essas pétalas foram
destacadas das outras estruturas florais e acondicionadas em um funil contendo
papel ‘Whatman’ namero 1. O funil foi acoplado em um erlenmeyer e agua Milli-Q foi
vertida sobre as pétalas que estavam dispostas no interior do funil. Foi utilizada a
proporcdo de uma parte de pétalas para trés partes de agua Milli-Q (1:3; v/v). A dgua
de lavagem dessas pétalas foi mantida no erlenmeyer e posteriormente transferida
para um béquer. A agua coletada foi vertida novamente dentro do funil que continha
as mesmas pétalas e coletada novamente no erlenmeyer. Esse procedimento foi
repetido 20 vezes. ApOs as repetidas lavagens, a agua de lavagem obtida foi filtrada
em filtro tipo Millipore® e armazenada em microtubos de 2 mL, que foram
armazenados a -20 °C. Essa agua de lavagem das pétalas foi utilizada para

conducédo dos experimentos.
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2.2.2.1.4 Conducéao dos ensaios

2.2.2.1.4.1 Ensaios em ambiente controlado

Mudas de laranjeira ‘Péra’ com aproximadamente oito meses de idade foram
utilizadas para conduc¢éo dos ensaios. Essas mudas foram inoculadas com o isolado
LFN-1 ou LFN-1T. Para isso, as mudas foram apoiadas em placas de isopor que
estavam no contidas de bandejas plasticas. As folhas foram fixadas nessas placas
de isopor e trés areas de aproximadamente 80 mm? por folha foram delimitadas para
inoculagcdo com auxilio de uma caneta de tinta permanente. Nessas areas foram
depositadas 50 pL de suspensdo de 1 x 10° conidios mL™. Nas mudas do tratamento
controle, em vez da suspensao de esporos, foram depositados 50 puL de agua
destilada. Cada bandeja contendo as mudas inoculadas recebeu porgbes de
algoddo embebido com &gua destilada e as mesmas foram vedadas com filmes
plasticos, visando a obtencdo de um ambiente de camara Umida em seu interior.
Essas bandejas foram acondicionadas em camaras de crescimento durante 72
horas, a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas. ApGs esse periodo, as mudas foram
transferidas para camaras de crescimento vegetal a 21°C ou 27 °C.

Quatro ensaios distintos foram conduzidos: mudas inoculadas com o isolado
LFN-1 e mantidas a 21 °C (I) ou a 27 °C (Il); Mudas inoculadas com o isolado LFN-
1T e mantidas a 21 °C (lll) ou a 27 °C (IV). Cada ensaio foi repetido uma vez. O
primeiro ensaio foi conduzido de fevereiro de 2010 a janeiro de 2011 e o segundo
ensaio de marcgo de 2011 a fevereiro de 2012.

A avaliacdo da viabilidade do inéculo nos ensaios com o isolado LFN-1 foi
realizada mediante isolamentos do patégeno em meio de cultivo semi-seletivo. Ja o
monitoramento da viabilidade do isolado LFN-1T foi realizado tanto por isolamentos
em meio semi-seletivo quanto pela expressdo do gene GPF visualizada por meio da
fluorescéncia das estruturas do patégeno em microscopia confocal. Ensaios
preliminares mostraram que conidios de C. acutatum inativados por radiacdo
ultravioleta deixaram de expressar a GFP até 72 horas apos a perda de sua
viabilidade (Dados ndo mostrados). Isso permitiu a utilizagdo desse recurso para
avaliacao da sobrevivéncia nos ensaios conduzidos com o isolado LFN-1T.



34

Os ensaios foram conduzidos durante 12 meses e as avaliagdes foram
realizadas mensalmente. A cada avaliacdo, amostras provenientes das areas
inoculadas de cada planta foram coletadas e tratadas com agua de lavagem de
pétalas (ALP) ou agua destilada esterilizada (ADE). Para isso, 50 pL de ALP ou ADE
foram depositados sobre a regido inoculada e as amostras foram mantidas em
camara umida a 25 °C, sob fotoperiodo de 12 horas, durante 48 horas. Apds esse
periodo, as amostras foram transferidas individualmente para o meio de cultivo semi-
seletivo e as placas obtidas dos ensaios foram incubadas a 25 °C, sob luz continua,
durante o periodo de trés a cinco dias. ApGs a incubacdo as colbnias de
Colletotrichum sp. que cresceram no meio de cultura foram identificadas, isoladas
das coldnias de outros patdégenos e transferidas para outras placas contendo o meio
BDA. As coldnias foram incubadas a 25 °C, em regime de luz continua durante sete
dias. Foram obtidas cinco amostras de cada planta. As colbnias obtidas dos
isolamentos foram preservadas como descritas no item 2.2.1.1, para sua posterior
identificacdo. Os isolados tiveram o seu DNA extraido seguido da PCR utilizando,
para identificacdo da espécie, conjunto de iniciadores especificos para C. acutatum.
A extragdo do DNA e as condigbes da PCR utilizadas estdo descritas no item
2.2.1.2.

A porcentagem de isolamentos foi determinada pela equagéo:

n (100)
04 de isolamentos = |————
x

Onde: = =nuUmero de isolamentos obtidos

x = nlmero total de amostras avaliadas

A sobrevivéncia foi correlacionada com esse percentual de isolamentos. A
primeira avaliagéo foi realizada 48 horas apds a inoculagdo e as demais realizadas
mensalmente, apds a inoculacao.

Em cada ensaio foram utilizadas 70 mudas de laranja 'Péra’, das quais 60
foram inoculadas e outras dez serviram como controle. Cada ensaio foi repetido uma
vez. Cada amostra coletada por planta representou uma repeticao.

Nos ensaios onde foi utilizado o isolado LFN-1T, além de determinar a

percentagem de isolamentos, foi analisada também a viabilidade do ino6culo
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mediante a expressao da GFP. Para isso, cinco amostras de cada planta foram
transferidas individualmente para laminas de vidro e foram depositadas sobre essas,
30 pL de agua destilada e uma laminula. Apdés a montagem, as laminas foram
observadas em microscépio confocal Olympus FV 1000 munido de Software para a
captura das imagens. Nesse ensaio foi determinada a percentagem de amostras que
apresentaram estruturas de C. acutatum fluorescentes. A GFP foi excitada por um
laser de 489 nm e a emissdo de 509 nm foi coletada por filtros especificos que

permitiram a geracao de imagens.

2.2.2.1.4.2 Ensaios em casa de vegetacao

Dois ensaios foram conduzidos em casa de vegetagcdo: com e sem
molhamento foliar. Em ambos os ensaios foram utilizadas mudas de laranjeira "Péra’
com aproximadamente 12 meses de idade. Folhas jovens oriundas dessas mudas
foram fixadas em placas de isopor e em seguida foram depositados 50 pL de
suspensdo de 1 x 10° conidios mL™ em é&reas das folhas previamente delimitadas
com auxilio de uma caneta de tinta permanente. A fixacdo das folhas nas placas de
isopor foi necessaria para imobiliza-las e assim impedir que a suspenséo depositada
se deslocasse das areas delimitadas para a inoculacdo. Nesses ensaios foi utilizado
o isolado LFN-1 (ndo transformado). ApO6s a inoculacdo, as mudas foram
acondicionadas no interior de uma camara Umida durante 72 horas, a 25 °C e
fotoperiodo de 12 horas. Apds esse periodo as mudas foram conduzidas para casa
de vegetacéo.

Os experimentos foram conduzidos em uma casa de vegetacdo que possuia
as dimensdes de 6x3 m. Visando manter a umidade e o molhamento dentro da casa
de vegetacéo, foi instalado um sistema de nebulizag&o intermitente, composto por 45
nebulizadores. Os nebulizadores, espagados 50 cm entre si, estavam dispostos na
parte superior da casa de vegetacao. Esse sistema de nebulizacdo intermitente foi
regulado para ativacao a cada duas horas, durante intervalos de cinco minutos cada,
sendo capaz de prover uma lamina de agua de 5 mm dia®’. No ensaio sem
molhamento foliar os nebulizadores da casa de vegetacdo foram desligados e a
irrigacdo das mudas foi realizada individualmente diretamente no substrato para que

nao ocorresse molhamento foliar. O ensaio sem molhamento foi conduzido de marco
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e dezembro de 2010. O ensaio com molhamento foi conduzido de fevereiro de 2011
a janeiro de 2012. Em ambos ensaios, ap0s inoculacdo, as mudas permaneceram
em um desses ambientes. Mensalmente amostras foram coletadas, tratadas com
ALP ou ADE e os isolamentos do patdgeno realizados, como descritos no item
2.2.1.4.1. A primeira avaliagdo foi realizada 48 horas ap0s a inoculagdo e as demais
realizadas mensalmente, apds a inoculagéo.

Em cada ensaio foram utilizadas 50 plantas de laranja 'Péra’, das quais 40
foram inoculadas com a suspensédo de inéculo e outras dez serviram como controle
que, em vez da suspensdo, receberam agua esterilizada na regido delimitada para
inoculacao.

A porcentagem de isolamentos foi determinada seguindo a equacéo descrita
no item 2.2.1.4.1.

De cada planta foram obtidas cinco amostras, cada uma representada por
uma placa de Petri. Os isolados foram submetidos a extracdo do DNA e uma PCR
foi conduzida com o conjunto de iniciadores especificos para C. acutatum, para
identificacdo da espécie. A extracdo do DNA e as condicdes da PCR foram

realizadas como descrito no item 2.2.1.2.

2.2.2.1.4.3 Ensaios sob condi¢des do ambiente

Dois ensaios em épocas distintas foram conduzidos em condi¢cdes
ambientais. O primeiro ensaio foi iniciado em maio de 2010 e o segundo foi iniciado
em fevereiro de 2011.

Para conducgéo dos ensaios foram utilizadas plantas de laranjeira ‘Péra’, com
aproximadamente dois anos de idade, mantidas em vasos de 10 L. Essas plantas
ficaram expostos as condi¢cdes ambientais no campo experimental do Departamento
de Fitopatologia e Nematologia da Esalg-USP. Folhas provenientes dessas plantas
foram fixadas individualmente em pequenas placas de isopor, quer serviram de
suporte para a lamina foliar, a fim de manter a suspensao de inoculo na superficie da
area inoculada. Para as inoculacdes, trés areas por folha foram delimitadas com
caneta de tinta permanente e 50 pL de suspensdo de 1 x 10° esporos mL™ foram

depositados nessa area. O isolado LFN-1 foi utilizado nesse experimento.
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Cinco amostras por planta foram retiradas mensalmente e encaminhadas
para o laboratorio. No laboratério, as amostras foram submetidas ao tratamento com
ALP ou ADE como descrito no item 2.2.1.4.1. Apés a incubacao, as amostras foram
transferidas para meio de cultivo semi-seletivo e submetidas ao isolamento como
descrito no item 2.2.1.4.1. As col6nias obtidas foram armazenadas como descrito no
item 2.2.1.1. A seguir, procedeu-se a extracdo do DNA dos isolados e uma PCR com
o conjunto de iniciadores especificos para C. acutatum foi realizada seguindo
procedimento descrito no item 2.2.1.2.

Ap0s a obtencdo do numero de isolamentos, foi determinada a porcentagem
de isolamentos, seguindo o mesmo procedimento descrito no item 2.2.1.4.1. A
primeira avaliacao foi realizada 48 horas apo6s a inoculacdo e as demais realizadas
mensalmente, apds a inoculacao.

Em cada ensaio, foram utilizadas 25 plantas de laranjeira "Péra’, das quais
20 foram inoculadas com a suspensao de conidios e outras cinco serviram como
controle, sendo depositada agua sobre as folhas em vez da suspenséo de inéculo.
Cada uma das cinco amostras coletadas por planta representou uma repeticédo. Por
meio de uma estacdo meteorolégica instalada dentro da Esalg/USP, foram coletadas
mensalmente variaveis climaticas como a temperatura, precipitacdo e dias com
chuvas (DCCH).

2.2.2.2 Colonizacao de Colletotrichum acutatum em folhas de citros

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Micologia do
Departamento de Fitopatologia e Nematologia, no Laboratério de Biologia Molecular
de Plantas do Departamento de Genética, no Nucleo de Apoio a Pesquisa em
Microscopia Eletrbnica Aplicada a Pesquisa Agropecuaria (NAP-MEPA),
pertencentes a Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” da Universidade de
Séao Paulo e no Nucleo de Microscopia e Microanalises (NMA-CCB) da Universidade

Federal de Vigosa.
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2.2.2.2.1 Conducéao do ensaio

Para conducdo dos ensaios, mudas de laranjeira ‘Péra’ com
aproximadamente seis meses de idade foram selecionadas e suas folhas foram
inoculadas com suspensao de conidios do isolado LFN-1. Para a inoculacdo, as
mudas foram acondicionadas dentro de bandejas plasticas contendo com placas de
isopor em seu interior. As folhas foram fixadas nessas placas com fita adesiva e
duas areas de 80 mm? por folha foram delimitadas para inoculacéo, utilizando caneta
de tinta permanente. Nessas areas delimitadas foram depositados 50 pL de
suspens&o com 1 x 10° esporos mL*. Cada bandeja recebeu uma porcéo de algodéo
embebido em &gua destilada e as mesmas foram fechadas com filmes plasticos para
formar um ambiente de cAmara Umida em seu interior. Posteriormente as bandejas
foram mantidas a 25 °C, sob fotoperiodo de 12 horas, durante 72 horas. Apos esse
periodo algumas mudas foram conduzidas para retirada das amostras para as
andlises e outras foram acondicionadas em camaras de crescimento vegetal a 25
°C. As folhas das plantas inoculadas foram destacadas 72 e 168 horas apods a
inoculacdo para a obtencdo das amostras. As regifes inoculadas dessas folhas
foram removidas com auxilio de um bisturi e essas amostras foram processadas de

acordo com a técnica para a analise, como descrito nos itens posteriores.

2.2.2.2.2 Preparo das amostras para analise ao microscoépio de luz

As amostras coletadas nos tempos anteriormente mencionados foram
imediatamente imersas em solucdo fixadora de Karnovisky modificada (2,5%
glutaraldeido e 2,5% de formaldeido em tamp&o cacodilato de sédio), 0,05M, pH 7,2
e CaCl2 0,001M (KARNOVISKY, 1965) e levadas imediatamente ao vacuo para
permitir a infiltracdo rapida da solugcédo fixadora. Apos um periodo minimo de 12
horas de fixag&o, realizou-se a desidratacdo das amostras por meio de imersao das
mesmas em série crescente de concentragbes de etanol (30, 50, 70, 90 e 100 %),
permanecendo por 10 minutos em cada concentracdo. Ao final, mais duas imersoées
em etanol 100% (10 minutos cada) foram realizadas para garantir a total
desidratacdo dos tecidos. Apés a ultima etapa da desidratacdo, as amostras foram

pré-infiltradas em resina acrilica + etanol (1:1) e o material foi armazenado a 4 °C
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durante 12 horas. Em seguida, foi realizada a infiltracdo em resina pura, onde as
amostras permaneceram nessa resina liquida durante 12 horas a 4 °C. A
polimerizacao foi realizada em moldes de polietileno, mantendo-se os fragmentos na
posicédo vertical para facilitar a montagem dos blocos em base de madeira. Os cortes
foram realizados em microtomo rotatério manual, corados com azul de toluidina a
0,05%, pH 2,6 e montados entre laminas e laminulas com Entellan. As andlises e
fotodocumentacdo foram realizadas em microscopio de Iluz Axioskop 2,

armazenando-se as fotos em arquivos digitais.

2.2.2.2.3 Preparo das amostras para analise ao microscépio eletrénico de

transmissao

As amostras, obtidas como descrito no item 2.2.2.1, foram fixadas em
solucédo fixadora Karnovisky modificada, por periodo minimo de 12 horas. Em
seguida foram seccionadas em retangulos de 3x1 mm e pdés-fixadas em tetréxido de
O6smio a 1% em tampéao cacodilato 0,05M por uma hora. Realizou-se contrastacao en
bloc com acetato de uranila 0,5% por 12 horas, seguindo-se desidratacdo em
concentracfes crescentes (30, 50, 70, 90, 100 %) de acetona, durante 10 minutos
em cada concentracdo. Ao final, mais duas imersées em acetona 100% (10 minutos
cada) foram realizadas para garantir a total desidratacdo dos tecidos. Apods a
desidratacdo, procedeu-se a pré-infiltracdo em acetona + resina pura, na proporgao
1:1, utilizando-se resina sintética epoxi (Spurr). As amostras permaneceram durante
cinco horas nessa mistura. Posteriormente, a infiltracdo foi realizada com a resina
pura por 12 horas. A polimerizacéo foi realizada em estufa a 70 °C por trés dias. Os
blocos foram trimados e posteriormente seccionados em ultramicrétomo equipado
com navalha de diamante, gerando seccbes com 70 nm de espessura. Essas
sec¢cOes foram depositadas sobre telinhas de cobre (100 mesh) previamente
recobertas com pelicula de “formvar” e contrastadas com acetato de uranila (3%) e
citrato de chumbo pH 12 (REYNOLDS, 1963), durante 15 minutos cada. Apés a
secagem completa foram analisadas em microscopio eletrbnico de transmissdo

Zeiss EM900 e as fotos armazenadas em arquivos digitais.
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2.2.2.2.4 Preparo das amostras para analise ao microscépio confocal

As amostras obtidas no ensaio descrito no item 2.2.2.1 foram analisadas ao
microscépio confocal. Para isso, amostras de 100 mm? coletadas das &reas
inoculadas foram transferidas para laminas de vidro contendo 20 L de agua em sua
superficie e depositada sobre as mesmas uma laminula. Apos o preparo, as laminas
foram observadas em microscépio confocal Zeiss LSM 510 e as imagens fora
fotodocumentadas em arquivos digitais. A GFP foi excitada com um laser de 489 nm
e a emissao de 509 nm foi coletada por filtros especificos para geracdo das

imagens.

2.2.3 Resultados

2.2.3.1 Sobrevivéncia de Colletotrichum acutatum em folhas de citros

2.2.3.1.1 Sobrevivéncia de Colletotrichum acutatum em condi¢cdes controladas

A sobrevivéncia de C. acutatum provenientes de amostras coletadas em
folhas de laranjeira ‘Péra’, referentes aos ensaios conduzidos a 21 °C, apos a
inoculacdo com o isolado LFN-1 ou LFN1-T, sdo mostradas na Figura 2.1.

No primeiro ensaio (Figuras 2.1A e 2.1C), notou-se queda gradativa na
sobrevivéncia de C. acutatum a partir das amostras analisadas. As amostras
inoculadas com o isolado LFN-1, quando tratadas com agua destilada esterilizada
(ADE) ou agua de lavagem de pétalas (ALP), proporcionaram sobrevivéncia de C.
acutatum até o quarto e quinto més apds a inoculacdo, respectivamente (Figura
2.1A). De maneira semelhante, as amostras inoculadas com o isolado LFN-1T,
propiciaram sobrevivéncia até o quarto més, tanto para as amostras tratadas com
ALP quanto para as amostras tratadas com ADE (Figura 2.1C). Entre o primeiro e 0
terceiro més de avaliacdo, a sobrevivéncia de C. acutatum nas amostras tratadas
com ALP foi significativamente superior (P < 0,05) ao percentual de isolamentos das

amostras tratadas com ADE (Figura 2.1A e 2.1C).
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No segundo ensaio (Figuras 2.1B e 2.1D), a sobrevivéncia de C. acutatum
nas amostras analisadas, como no primeiro ensaio, reduziu gradativamente com o
tempo. Entretanto, no segundo ensaio a sobrevivéncia do patdgeno foi até o sexto
més de avaliacdo, tanto para as amostras tratadas com ALP quanto para as
amostras tratadas com ADE. Diferencas significativas (P < 0,05) foram observadas
entre as amostras tratadas com ALP e ADE, de modo que a sobrevivéncia de C.
acutatum nas amostras tratadas com ALP foi significativamente superior a
sobrevivéncia do patégeno nas amostras tratadas com ADE, nos quatro primeiros

meses de avaliagéo (Figuras 2.1B e 2.1D).

A 100 B 100
80
60

40 1

Porcentagem de isolamentos (%)

20

D 100
80 4
60 o

40

Porcentagem de isolamentos (%)

20 A

T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 Z 8 0 1 2 3 4 5 6 T 8

Meses apds a inoculagao Meses apos a inoculagao

Figura 2.1 - Sobrevivéncia de Colletotrichum acutatum em amostras provenientes de folhas de
laranjeira ‘Péra’, apds a inoculagdo com o isolado LFN-1 (A e B) ou LFN-1T (C e D).
Amostras submetidas ao tratamento com agua de lavagem de pétalas de laranjeira
(ALP) ou agua destilada esterilizada (ADE). Ensaios conduzidos a 21 °C. Os valores
representam a média de cinco repetigGes + desvio padrdo. A e C- primeiro ensaio; B e
D- segundo ensaio
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A sobrevivéncia de C. acutatum provenientes de amostras coletadas em
folhas de laranjeira ‘Péra’, referentes aos ensaios conduzidos a 27 °C, apos a
inoculacdo com o isolado LFN-1 ou LFN1-T, estdo mostradas na Figura 2.2.

Nos ensaios conduzidos a 27 °C foi notada gradativa reducdo na
sobrevivéncia de C. acutatum nas amostras tratadas com ALP ou ADE, com o

decorrer do tempo (Figura 2.2).
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Figura 2.2 - Sobrevivéncia de Colletotrichum acutatum em amostras provenientes de folhas de
laranjeira ‘Péra’, apds a inoculagao com o isolado LFN-1 (A e B) ou LFN-1T (C e D).
Amostras submetidas ao tratamento com agua de lavagem de pétalas de laranjeira
(ALP) ou agua destilada esterilizada (ADE). Ensaios conduzidos a 27 °C. Os valores
representam a média de cinco repeticdes + desvio padrdo. A e C- primeiro ensaio; B
e D- segundo ensaio

No primeiro ensaio (Figuras 2.2A e 2.2C), o patdgeno foi isolado até o
sétimo més apos a inoculacdo, tanto para as amostras tratadas com ALP, quanto

para as amostras tratadas com ADE. Nos trés primeiros meses de avaliacdo, as

amostras tratadas com ALP proporcionaram sobrevivéncia significativamente
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superior (P > 0,05) quando comparadas com a sobrevivéncia nas amostras tratadas
com ADE (Figuras 2.2A e 2.2C).

No segundo ensaio, as amostras inoculadas com o isolado LFN-1 quando
tratadas com agua destilada esterilizada (ADE) ou agua de lavagem de pétalas
(ALP) permitiram isolamento de C. acutatum até o quinto e sexto més apds a
inoculacao, respectivamente (Figura 2.2B). De modo similar, as amostras inoculadas
com o isolado LFN-1T e tratadas com ALP ou ADE proporcionaram o isolamento do
patdgeno até o sexto més apods a inoculacao (Figura 2.2D).

Nos ensaios conduzido com o isolado LFN-1 ou LFN-1T, somente foram
levados em considerac@o para a analise da sobrevivéncia, os isolados identificados
pela PCR ou pela microscopia de epifluorescéncia como C. acutatum,
respectivamente. As Figuras 2.3 e 2.4 ilustram a amplificacdo do DNA de algumas

amostras e a fluorescéncia obtida em alguns isolados, respectivamente.

Figura 2.3 - Fragmentos amplificados pela PCR utilizando os iniciadores Calnt2 e ITS4, observados
em gel de agarose 1%. M: Marcador molecular 1 kb; N: controle negativo; P: controle
positivo; Isolados obtidos durante os ensaios conduzidos a: 21 °C, com agua de lavagem
de pétalas (ALP) (1 e 3), ou com agua destilada esterilizada (ADE) (2 e 4); 27 °C, com
ALP (5e 7), ou ADE (6 e 8)

Figura 2.4 - Fluorescéncia dos conidios de C. acutatum oriundos de isolados obtidos a partir de
isolamentos realizados nos ensaios conduzidos a 21 °C (A) e 27 °C (B). Barra = 50 um
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A Figura 2.5 apresenta os resultados referentes a porcentagem de amostras

contendo estruturas fungicas fluorescentes (EFF) do isolado LFN-1T, nos ensaios

conduzidos a 21 °C e 27 °C.
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Figura 2.5 - Porcentagem de amostras contendo estruturas fangicas fluorescentes (EFF), oriundas de
folhas de laranjeira ‘Péra’ apés a inoculacdo com o isolado LFN-1T. Amostras
submetidas ao tratamento com 4gua de lavagem de pétalas de laranjeira (ALP) ou agua
destilada esterilizada (ADE). Ensaios conduzidos a 21 (A e B) e 27 °C (C e D). Os
valores representam a média de cinco repeti¢cdes + desvio padrdo. A- primeiro ensaio (A

e C); B- segundo ensaio (B e D)

No primeiro ensaio (Figuras 2.5A e 2.5C), a porcentagem de amostras

contendo estruturas de C. acutatum fluorescentes reduziu gradativamente até o

guarto ou sétimo més nas amostras provenientes de mudas mantidas a 21 °C e 27

°C, respectivamente. A partir desses meses, nenhuma EFF foi visualizada nas

amostras analisadas. Nos trés primeiros meses de avaliagao, foi constatada que a

percentagem de amostras contendo EFF foi significativamente maior nas amostras

tratadas com ALP, do que nas amostras tratadas com ADE (Figuras 2.5A e 2.5C).

No segundo ensaio (Figuras 2.5B e 2.5D), a porcentagem de EFF reduziu
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constantemente até o sexto més de avaliacdo, tanto para as amostras tratadas com
ALP como para as amostras tratadas com ADE. A partir do sétimo més, as
estruturas do patégeno presentes nas amostras analisadas deixaram de fluorescer.
Da mesma forma que no primeiro ensaio, as amostras que foram tratadas com ALP
apresentaram uma porcentagem de amostras contendo EFF significativamente
superior as amostras tratadas com ADE nos quatro primeiros meses de avaliacdo
(Figura 2.5B e 2.5D).

A Figura 2.6 ilustra as estruturas fluorescentes de C. acutatum presentes em
algumas amostras analisadas nos ensaios conduzidos a 21°C e 27 °C com o isolado
LFN-1T. Percebeu-se que a ALP estimulou a producdo de maior numero de
propagulos do patdégeno nas amostras, quando comparadas as mesmas amostras
tratadas com ADE. Notou-se auséncia de fluorescéncia das estruturas de C.
acutatum ap6s a perda de sua viabilidade (Figuras 2.6E, 2.6J, 2.60, 2.7T). O
namero de propagulos reduziu com o passar do tempo, tanto nas amostras tratadas

com ALP como nas amostras tratadas com ADE (Figura 2.6).
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Figura 2.6 - Fluorescéncia de estruturas de C. acutatum aderidas & superficie de folhas de
laranjeira ‘Péra’, nos ensaios conduzidos a 21 (A-J) e 27 °C (K-T). Amostras
tratadas com agua destilada esterilizada, 1 (Ae K),2(B),3(CelL),4(D),5(Ee
M), 7 (N) e 8 (O) meses apés a inoculacdo. Amostras tratadas com agua de
lavagem de pétalas, 1 (Fe P),2(G),3(He Q),4(),50 eR),7(S)e8(T
meses apos a inoculacdo. Barra = 10 um

2.2.3.1.2 Sobrevivéncia de Colletotrichum acutatum em condi¢des de casa de

vegetagdo com e sem molhamento foliar

Dois distintos ensaios foram conduzidos em casa de vegetacdo. Um ensaio
foi conduzido com plantas submetidas ao molhamento foliar e outro ensaio cujas
mudas néo foram exposta ao molhamento foliar.

Os resultados do ensaio conduzido em casa de vegetacao, utilizando plantas
nao expostas ao molhamento foliar, estdo apresentados na Figura 2.7A.

Nessas condicdes foi observado decréscimo acentuado na sobrevivéncia do
patdgeno, de modo que somente foi possivel isold-lo nos trés primeiros meses de
avaliacdo, tanto nas amostras tratadas com ALP quanto naquelas tratadas com

ADE. Nos dois primeiros meses de avaliacdo, a sobrevivéncia de C. acutatum nas
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amostras tratadas com ALP foi significativamente maior (P < 0,05) que a
sobrevivéncia nas amostras tratadas com ADE (Figura 2.7A). A temperatura média

dentro da casa de vegetacdo, nos quatro primeiros meses de avaliacdo, variou de
24,8 °C a 27,6 °C.
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Figura 2.7 - Sobrevivéncia de Colletotrichum acutatum em amostras provenientes de folhas de
laranjeira ‘Péra’ apds a inoculacdo com o isolado LFN-1. Amostras submetidas ao
tratamento com agua de lavagem de pétalas de laranjeira (ALP) ou &gua destilada
esterilizada (ADE). Os valores representam a média de cinco repeticdes + desvio
padrdo. A- Ensaio sem molhamento foliar ensaio; B- Ensaio com molhamento foliar

A Figura 2.7B apresenta os resultados referentes ao ensaio conduzido em
casa de vegetacdo com as plantas sendo expostas ao molhamento foliar. Apesar da
maior variacdo nos dados, ainda se observou nitida tendéncia de decréscimo na
sobrevivéncia durante o periodo de avaliagdo. Entretanto, essa reducédo nao foi tdo
acentuada como no ensaio conduzido sem molhamento foliar. Nesse ensaio, 0s
isolamentos foram obtidos até o décimo més apos a inoculacdo, tanto para as
amostras tratadas com ALP, quanto para as amostras tratadas com ADE. Nos quatro
primeiros meses, a sobrevivéncia de C. acutatum nas amostras tratadas com ALP foi
significativamente maior (P < 0,05) do que as amostras tratadas com ADE (Figura
2.7B).

Todos os isolados utilizados nessas andlises foram identificados pela PCR,
como C. acutatum. A Figura 2.10 ilustra a amplificacdo de alguns isolados
identificados nesse ensaio.

2.2.3.1.3 Sobrevivéncia de Colletotrichum acutatum em condi¢cdes ambientais
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Os resultados referentes aos ensaios conduzidos sob condi¢des ambientais
estdo apresentados nas Figuras 2.8 e 2.9.

A Figura 2.8 apresenta a relagéo entre a sobrevivéncia de C. acutatum nas
amostras analisadas e as variaveis climaticas (temperatura, precipitacdo e DCCH)
registradas de maio a agosto de 2010. Percebeu-se brusca queda na sobrevivéncia
do patégeno durante o periodo de realizagdo do ensaio, indicando a sua viabilidade
somente até o terceiro més. N&o foi constatada diferenca significativa entre as
sobrevivéncias obtidas de amostras tratadas com ALP e ADE. A temperatura média
teve baixa oscilagdo, variando entre 17,8 e 19,8 °C. Nesse periodo, o volume de
chuva mensal variou de 2 a 24 mm, com poucos dias com chuvas (DCCH) (Figura
2.8).
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Figura 2.8 - Sobrevivéncia de Colletotrichum acutatum em amostras provenientes de folhas de
laranjeira ‘Péra’, temperatura, dias com chuvas (DCCH) e precipitagdo, coletados
mensalmente no ensaio conduzido em condicdes ambientais no ano de 2010.
Amostras tratadas com agua de lavagem de pétalas de laranjeira (ALP) ou agua
destilada esterilizada (ADE). Os valores do percentuais de isolamentos representam a
média de cinco repetices + desvio padrdo
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Figura 2.9 - Sobrevivéncia de Colletotrichum acutatum em amostras provenientes de folhas de
laranjeira ‘Péra’, temperatura, dias com chuvas (DCCH) e precipitacdo, coletados
mensalmente no ensaio conduzido em condicdes ambientais no ano de 2011.
Amostras tratadas com agua de lavagem de pétalas de laranjeira (ALP) ou agua
destilada esterilizada (ADE). Os valores do percentuais de isolamentos representam a
média de cinco repeti¢cdes + desvio padrao
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Na Figura 2.9 sdo mostrados os resultados do segundo ensaio realizado em
condigbes ambientais. Nota-se gradativa queda na sobrevivéncia do patégeno, no
entanto, essa queda foi menos brusca em relacdo ao ensaio anterior, com o0
patdgeno sobrevivendo até o sétimo més. Nos meses iniciais do ensaio (fevereiro a
abril), observaram-se maiores niveis de precipitacdo e de DCCH. Justamente nesses
meses, a queda no isolamento do patégeno ndo foi tdo intensa, 0 que sugere que a
sobrevivéncia de C. acutatum nas folhas dos citros é favorecida pela precipitagao.
Nos meses seguintes (maio a setembro), onde ocorreu sensivel decréscimo na
precipitacdo, o isolamento do patégeno sofreu queda mais evidente, indicando baixa
capacidade de sobrevivéncia nessas condi¢cdes. A sobrevivéncia do patdégenos nas
amostras tratadas com ALP foi significativamente superior (P <0,05) a sobrevivéncia
nas amostras tratadas com ADE nos dois primeiros meses de avaliacdo. A
temperatura media variou entre 16,6 e 26 °C durante os meses de duragdo do
ensaio. O volume médio de chuva mensal, durante o periodo em que o indculo
esteve viavel, variou de 1 a 222 mm. Todos os isolados utilizados nessas analises
foram identificados pela PCR como C. acutatum. A Figura 2.10 ilustra a amplificacéo

de alguns isolados identificados nesse ensaio.

Figura 2.10 - Fragmentos amplificados pela PCR utilizando os iniciadores Calnt2
e ITS4, observados em gel de agarose 1%. M: Marcador molecular
1 kb; N: controle negativo; P: controle positivo; Isolados obtidos
durante os ensaios conduzidos em: casa de vegetacdo com
molhamento foliar (1 e 2) e sem molhamento foliar (3 e 4),
condi¢gbes ambientais (5 e 6)
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2.2.3.2 Colonizagéo de Colletotrichum acutatum em folhas de citros

Como j& mencionado anteriormente, esse estudo buscou, por meio de
distintas técnicas, compreender os mecanismos envolvidos durante a interacdo de
C. acutatum com as folhas de laranjeira ‘Péra’. Para isso, as amostras inoculadas
com o patdégeno foram processadas e analisadas ao microscopio eletrénico de
transmissdo, microscopio de luz e microscopio confocal. Os resultados dessas
analises estdo apresentados nas Figuras 2.11, 2.12, 2.13, 2.14 e 2.15.

As Figuras 2.11 e 2.12 ilustram os resultados obtidos nas analises
conduzidas ao microscopio de luz. Durante as andlises das amostras coletadas 72
horas, ap6s a inoculacdo foi observada presenca de grande quantidade de
apressorios formados a partir da germinagdo dos conidios utilizados na inoculagéo.
Entretanto, em nenhuma das amostras analisadas foram encontrados apressorios
emitindo o peg de penetracdo. Esses apressoOrios apenas estavam aderidos a
superficie foliar das amostras (Figura 2.11A).

Nas amostras coletadas 168 horas apés a inoculagéo foi observada grande
guantidade de apressorios formados a partir dos conidios depositados na superficie
foliar. Grande parte desses apressorios estava aderida a superficie foliar sem a
emissdao do peg de penetragdo, entretanto, outros emitiram essa estrutura e
interagiram com os tecidos foliares (Figura 2.11B). A Figura 2.12 ilustra a interacao
do apressorio de C. acutatum com a superficie foliar. Pode-se perceber que o peg,
formado pelo apressoério aderido a superficie foliar penetrou a camada cuticular e,
ficou restrito a camada péctica acima da parede periclinal da epiderme. Em
nenhuma das amostras analisadas ao microscopio de luz o peg de penetracdo

ultrapassou a parede celular da epiderme.
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Figura 2.11 - Seccao transversal do apressorio de Colletotrichum acutatum aderido a superficie foliar
de laranjeira ‘Péra’, em amostras analisadas ao microscépio de luz. Apressorios
presentes nas amostras coletadas 72 horas (A) e 168 horas (B) horas apoés a
inoculacdo. (Barra = 14 um). Cu: cuticula; Ap: apressdrio; Pa: célula do parénquima;
Ep: célula da epiderme; Peg: Peg de penetracao
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Figura 2.12 - Seccao transversal do apressorio de Colletotrichum acutatum aderido a superficie
foliar de laranjeira ‘Péra’, em amostra coletadas 168 horas apds a inoculagéo e
analisada ao microscopio de luz. A. Apressoério que emitiu o peg de penetracéo na
camada cuticular (Barra = 3,5 um); B. llustracdo esquematica apresentando as

estruturas envolvidas na interacdo de C. acutatum com a superficie foliar (Barra =
3 um)
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As Figuras 2.13 e 2.14 ilustram os resultados obtidos por meio da analise
das amostras examinadas ao microscopio eletrénico de transmissao. Nas amostras
coletadas 72 horas apOs a inoculacdo foi observada grande quantidade de
apressorios formados a partir dos conidios inoculados. Esses apressoérios
encontravam-se aderidos a superficie foliar por meio de delgada matriz extracelular
(Figura 2.13B) que o envolvia. Embora os apressoérios estivessem aderidos a
superficie das folhas, os mesmos ndo emitiram o peg de penetracdo. Podemos
observar, pela Figura 2.13B, que a parede do apressorio manteve-se aderida a
cuticula da epiderme foliar por meio da matriz extracelular, além de auséncia da

formacéo do peg de penetracao pelo apressorio.

Figura 2.13 — Aspecto ultraestrutural da interacdo do apressério de C. acutatum com a superficie
foliar de amostras provenientes de mudas de laranjeira ‘Péra’, analisada 72 horas
apos a inoculacdo (Barra = 2 pm). A. Detalhes do apressério (Barra = 0,2 um); B.
Interacdo do apressoério com a superficie foliar (Barra = 1.0 um). MIT: mitocondrias;
MEC: matriz extracelular envolta no apressério; PA: parede do apressoério; CEF:
cuticula da epiderme foliar; PC: parede celular da epiderme foliar; CP: camada péctica
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Figura 2.14 — Aspecto ultraestrutural da interacdo do apressério de C. acutatum com a superficie
foliar de amostras provenientes de mudas de laranjeira ‘Péra’, analisadas 168 horas
apoés a inoculagdo (Barra = 2 um). A. Detalhe do peg no interior da camada cuticular
(Barra = 0,5 um); B. Apressério envolto pela matriz extracelular e presenca de
mitocéndrias no citossol do apressoério (Barra = 0,5 pm)

Nas amostras coletadas 168 horas ap0s a inoculagcdo foram encontrados
apressorios que emitiram o peg de penetracdo. Como notamos na Figura 2.14,
esses apressorios, por meio da matriz extracelular, aderiram a superficie foliar e a
partir do poro germinativo em sua base emitiram o peg de penetracdo. Da mesma
forma que foi constatado nas amostras analisadas ao microscopio de luz, o peg
ultrapassou a camada cuticular chegando até a camada péctica, acima da parede
periclinal externa da epiderme (Figura 2.14A).

A Figura 2.15 ilustra os perfis laterais, visualizados ao microscopio confocal,
de amostras foliares coletadas 72 (Figuras 2.15A) e 168 horas (Figuras 2.15B), ap6s
a inoculacéo. As linhas tracejadas foram demarcadas nas imagens para delimitar a
epiderme foliar, que ndo apresentou fluorescéncia. Nenhuma estrutura flngicas foi
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notada abaixo da superficie foliar. Os apressorios mantiveram-se aderidos a

superficie foliar, no entanto, nenhum peg de penetracdo foi observado a partir deles.

»

Figura 2.15 — Perfis laterais de imagens geradas em microscopia confocal, a partir da andlise de
amostras provenientes de folhas de laranjeira ‘Péra’, inoculadas com C. acutatum
(aumento 400x). A. Amostras coletadas 72 horas apds a inoculagdo; B. Amostras
coletadas 168 horas ap6s a inoculagdo. P: parénquima; E: epiderme; S: superficie
foliar

2.2.4 Discussao

Nos experimentos conduzidos em ambiente controlado, foi notada diferenca
de até trés meses na sobrevivéncia do patégeno no primeiro ensaio, no entanto, no
segundo essa diferenca nao ocorreu. Nesse caso, a temperatura nao influenciou na
sobrevivéncia do patdgeno. Concordando com essa observagdo, Timmer e Zitko
(1993) relataram que a temperatura ndo foi importante para o desenvolvimento da
podriddo floral em experimentos realizados no sul da Florida. Da mesma forma,
Denham e Waller (1981), em Belize, constataram que a temperatura, isoladamente,
parece ser uma variavel climatica com pouca influéncia direta sobre a ocorréncia de
epidemias.

Vale a pena ressaltar que ndo houve molhamento foliar nos ensaios
conduzidos em condi¢cBes controladas. As plantas somente foram submetidas ao
molhamento 48 horas antes de cada avaliacdo, por meio do contato com agua

destilada esterilizada ou agua de lavagem de pétalas de laranjeira. Dessa forma,
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pbde-se observar que o patdgeno sobreviveu no minimo quatro meses sobre as
folhas citricas sem molhamento foliar e em condi¢cfes de laboratorio. Considerando
que no Estado de Sdo Paulo, em condicbes normais, o periodo médio de estiagem
pode chegar a trés meses, tudo indica que o patégeno pode se manter viavel na
superficie das folhas nesse periodo sem chuvas. Entretanto, deve-se considerar
também que no campo, as estruturas fangicas estdo sujeitas a outros fatores que
concorrem para sua inativacao, entre eles, a incidéncia de raios solares.

Como o gene GFP foi inserido aleatoriamente e, ndo se conhecendo qual
seria 0 efeito dessa insercdo no genoma e funcionalidade do metabolismo do
patégeno, duas andlises foram necessérias. A sobrevivéncia do patdégeno, nesses
ensaios, foi analisada tanto pela visualizac&o da fluorescéncia (expressao génica) de
suas estruturas na superficie foliar, como pelo seu isolamento em meio semi-
seletivo. Os resultados de ambas as andlises concordaram entre si, demonstrando
que a insercdo da GFP nédo alterou nenhum processo metabdlico importante para a
sobrevivéncia do patégeno.

A metodologia utilizada para visualizacdo das estruturas fuangicas
fluorescentes proporcionou resultados semelhantes a metodologia de isolamento.
No entanto, a primeira, por permitir uma avaliacdo da sobrevivéncia mais rapida e
menos laboriosa, pode ser uma alternativa viavel para monitorar a sobrevivéncia do
patdgeno em condi¢cdes controladas. Porém, para a aplicacdo dessa técnica, é
necessario que se tenha um isolado ja transformado.

Nos primeiros meses de avaliagdo foi constatada que a sobrevivéncia do
patdgeno nas amostras tratadas com ALP foi significativamente maior do que a
sobrevivéncia do mesmo nas amostras tratadas com ADE. Esse aumento pode ter
sido influenciado, em grande parte, pelo estimulo da ALP sobre as estruturas do
patogeno. Nas imagens geradas por analises das amostras em microscopia confocal
notou-se maior producdo de conidios secundarios gerados a partir dos apressorios
germinados nas amostras tratadas com ALP. Brand (2012), analisou as substancias
que estavam presentes na agua de lavagem de pétalas de laranjeira ‘Valencia' e
identificou cafeina, flavondides glicosilados hesperidina e naringina, além de
compostos glicosilados e peptideos. A autora assegura que a presenca dessas
substancias pode contribuir para estimular o patdégeno a produzir grande quantidade
de conidios secundarios. O estimulo do patégeno pela ALP e a intensa producao de

novas estruturas tém sido evidenciada por alguns autores (TIMMER et al., 1994,
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2010; MACKENZIE; PERES; TIMMER, 2010; MORAES, 2009; BRAND, 2012). No
entanto, vale a pena ressaltar, que neste trabalho, esse estimulo foi verificado
somente nos primeiros meses apO0s a inoculacdo. Essa observacdo também foi
relatada por Leandro et al. (2003) para morangueiro. Os autores perceberam que a
propriedade de extratos florais de estimular a producéo de conidios de C. acutatum
diminui com a duracéo das condi¢cdes sem molhamento foliar, possivelmente devido
a reducdo na capacidade de sobrevivéncia do fungo. Afirmam ainda, que esse
estimulo sugere que conidios ndo germinados, quando expostos ao extrato de
flores, tém grande capacidade de produzir inéculo secundario em folhas de
morangueiro quando comparado a conidios germinados somente em agua. Dessa
forma, embora a agua de lavagem tenha estimulado a producdo de indéculo do
patdégeno nos primeiros meses, a mesma hao teve influéncia direta no periodo de
sobrevivéncia de C. acutatum. Esse estimulo, como bem observado por Leandro et
al. (2003), parece estar mais associado a producdo de inéculo para a dispersédo do
patégeno do que na sobrevivéncia do mesmao.

Tanto os ensaios conduzidos em casa de vegetacdo quanto os conduzidos
em condi¢cdes ambientais mostram que chuvas regulares e longos periodos de
molhamento foliar podem garantir a sobrevivéncia do patdégeno na superficie foliar
por varios meses. Concordando com essa observacao, Silva-Junior (2011) constatou
gue as epidemias de PFC foram devido a ocorréncia de chuvas associadas ao
aumento do periodo de molhamento foliar. O mesmo autor verificou que quanto
maior o niumero de dias com chuvas (DCCH), maior foi incidéncia da doenca no final
do florescimento. Da mesma forma, Agostini, Gottwald e Timmer (1993), estudando
a PFC na Florida, observaram acréscimo da doenca no campo em periodos
chuvosos associados ao florescimento. Denham e Waller (1981) acrescentam ainda
gue grandes volumes de chuvas somente promoveram o incremento da doenca
guando estavam associados a um periodo de molhamento prolongado. Dessa
forma, tudo indica que chuvas associadas a longos periodos de molhamento
contribuem com a propagacdo e, consequentemente, com a sobrevivéncia do
patdgeno na superficie foliar durante o periodo entre as floradas.

Diferentemente das evidéncias que vinham sendo levantadas, nao foi
constatada colonizacdo de C. acutatum nos tecidos foliares. As observacdes das
amostras ao microscépio confocal, ao microscopio de luz e de transmisséo

evidenciaram que 168 horas ap0s a inoculagdo, o peg de penetracdo ainda estava
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restrito & cuticula e a camada péctica acima da parede celular das células
epidérmicas. As analises ao microscopio confocal também revelaram,
inequivocamente, auséncia de estruturas fangicas no interior ou entre as células da
epiderme. O patdgeno nédo ultrapassou a parede celular epidérmica em nenhuma
das amostras analisadas e por nenhum dos métodos empregados. Estudos
botanicos da camada cuticular contribuem com as observacdes obtidas nesse
trabalho (ROELOFSEN,1952). Roelofsen (1952) notou a presenca de substancias de
natureza péctica abaixo da cuticula. Da mesma forma, Wood, Gold e Rawlins (1952)
estudando a parede celular primaria, constataram, ao remover a cuticula da
superficie foliar, a existéncia de uma camada péctica entre a cuticula e a parede
periclinal da epiderme. Esses autores enfatizaram que a presenca da camada
péctica abaixo da cuticula provavelmente explica por que os fungos crescem com
frequéncia entre a cuticula e a parede epidérmica. Outros autores também relatam a
ocorréncia da camada péctica abaixo da cuticula e consideram que essa camada
tem a funcdo de unir a cuticula a parede periclinal externa das células epidérmicas
(EVERT, 2006; APPEZZATO-DA-GLORIA; CARMELLO-GUERREIRO, 2009).

Diante dos resultados obtidos neste trabalho e com base nos argumentos
anteriormente mencionados, tudo indica que o peg de penetracdo, formado a partir
dos apressorios de C. acutatum, fica restrito a cuticula e a camada péctica, de onde
ele pode retirar nutrientes para a sobrevivéncia dos apressorios por periodos mais
prolongados. Essa hipétese explicaria também o fato de ser possivel recuperar C.
acutatum por meio de isolamento em meios de cultivos, mesmo apés desinfestacao
superficial, como foi mostrado nesse trabalho e também por MacKenzie, Peres e
Timmer (2010).

2.3 Conclusoes

Colletotrichum acutatum pode sobreviver em folhas de laranjeira no periodo entre as
floradas, mediante constantes propagacdes de suas estruturas, estimuladas pelo
molhamento foliar, e assim servir como fonte de inéculo primario para a ocorréncia

da doenca.
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Colletotrichum acutatum néo coloniza as células epidérmicas de folhas de laranjeira.
O peg de penetracdo emitido pelo patdgeno fica restrito a camada péctica localizada

entre a cuticula e a parede periclinal externa da epiderme.
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3 DETECCAO E MONITORAMENTO DE Colletotrichum acutatum e
Colletotrichum gloeosporioides EM FOLHAS DE CITROS

Resumo

A podridao floral dos citros € uma doenca importante em varias paises do
continente americano. Tanto C.acutatum (Ca) quanto C. gloeosporioides (Cg) séo
considerados os agentes causais da doenca. Esses patdgenos tém, como tecidos
suscetiveis, as pétalas da flor. Em folhas de Citrus sinensis, esses patégenos estédo
associados de forma assintomatica. Atualmente a deteccdo desses fitopatdbgenos
tem sido realizada por meio de métodos tradicionais. Entretanto, tais métodos néo
tem sido eficazes para a deteccdo dos fitopatdbgenos. Diante disso este trabalho
busca o desenvolvimento de métodos especificos, mais sensiveis, mais rapidos e
menos laboriosos que os tradicionais métodos rotineiramente utilizados. Busca
também, o monitoramento da dindmica populacional dos patégenos em pomares de
duas distintas regides do Estado de Sao Paulo. A partir da otimizacado, os iniciadores
e sondas tiveram sua especificidade e sensibilidade avaliadas. Foi comparada a
sensibilidade da gPCR com a PCR convencional e Nested-PCR e, também foi
avaliada a influéncia do DNA da planta na amplificacdo da gPCR. Uma PRC
multiplex em tempo real (qPCR multiplex) foi desenvolvida e sua sensibilidade foi
avaliada. Diferentes protocolos de preparo das amostras e de obtencdo do DNA
também foram avaliados. A sensibilidade, especificidade, prevaléncia, resultados
coincidentes, indice kappa, valores de falsos positivos e negativos foram
determinados para validacdo dos métodos. Para o monitoramento do patégenos
duas areas produtivas, uma em Barretos e outra em Santa Cruz do Rio Pardo, foram
selecionadas. Amostras provenientes de folhas dessas duas areas foram coletadas,
0 seu DNA extraido e submetido a qPCR multiplex para a quantificacdo dos
patdgenos. As gPCR desenvolvidas foram especificas e altamente sensiveis para a
deteccdo dos patdgenos. A gPCR foi até 100 e 1000 vezes mais sensivel que a
Nested-PCR e a PCR convencional, respectivamente, para a deteccdo de Cg. Para
a deteccéo de Ca a qPCR foi 1000 e 10000 vezes mais sensivel que a Nested-PCR
e PCR convencional, respectivamente. A qPCR foi capaz de detectar até 25 ou 2,5
fg de DNA de Ca ou Cg, respectivamente. O DNA da planta n&do interferiu na gPCR.
A gPCR multiplex foi tdo sensivel quanto a qPCR. O congelamento e a maceracéo
foram os métodos de preparo de amostras que melhor permitiram quantificar os
patégenos nas folhas de citros. A extragdo convencional do DNA foi o método que
melhor permitiu quantificar o DNA dos patdogenos. O Spot e a extracdo do DNA
tiveram a mesma sensibilidade para a deteccdo dos patdgenos. Os métodos de
extracdo do DNA convencional seguido da gPCR (CTAB-gPCR e Qiagen-gPCR) e o
método do spot seguido da gPCR foram validados para a detec¢cdo dos patdégenos.
Ambos os métodos foram altamente eficientes e produziram resultados semelhantes
para a deteccdo dos fitopatdbgenos. Esses métodos também foram validados para a
multiplex gPCR. A éarea de Santa Cruz do Rio Pardo apresentou quantidade de
in6culo de Ca consideravelmente maior que a de Barretos. Chuvas regulares
propiciaram o0 aumento significativo na quantidade dos patdogenos em ambas as
areas estudadas. O in6culo manteve-se concentrado no interior da copa da planta
em épocas de pouca precipitacao.
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Palavras-chave: PCR em tempo real; PCR multiplex em tempo real; Quantificacdo
de in6culo; Colletotrichum gloeosporioides

Abstract

The postbloom fruit drop (PFD) is a major disease affecting many citrus
orchards in several countries of the American continent. Both C. acutatum (Ca) and
C. gloeosporioides (Cg) are considered the causal agents PFD. The flower petals are
the tissues susceptible to the pathogens. On leaves of Citrus sinensis, these
pathogens are associated in an asymptomatic form. Currently the detection of
phytopathogens is accomplished through traditional methods; however, these
methods are not effective. Thus, this study seeks the development of specific, more
sensitive, faster and less laborious methods. It also aims at monitoring the population
dynamics of pathogens in orchards of two separate regions of Sdo Paulo State in
Brazil. From the optimization, the specificity and sensitivity of initiators and probes
were evaluated. The sensitivity was compared in real-time PCR (gqPCR) with the
conventional PCR and Nested-PCR. The influence of plant DNA on gPCR
amplification was also evaluated. A multiplex PCR real-time (multiplex gPCR) was
developed and its sensitivity was analyzed. Different protocols for sample preparation
and DNA extraction were also assessed. The sensitivity, specificity, prevalence,
matching results, kappa index, values of false positives and negative were
determined by the validation of methods. To monitor the pathogens, two producing
regions, one in Barretos and another in Santa Cruz do Rio Pardo, were selected.
Samples from leaves of these two areas were collected. Their DNA was extracted
and submitted to the multiplex gPCR for pathogen quantification. The gPCR
developed was specific and highly sensitive for the pathogen detection. The gPCR
was up to 100 and 1000 times more sensitive than the Nested-PCR and conventional
PCR, respectively, for Cg detection. For Ca detection, the gPCR was 1000 and
10000 times more sensitive than the Nested-PCR and the conventional PCR,
respectively. The gPCR was able to detect up to 25 or 2.5 fg of DNA of Ca or Cg,
respectively. The plant DNA did not affect the gPCR. The multiplex gPCR was as
sensitive as the gPCR. Freezing and maceration were the methods of sample
preparation that best allowed quantifying the pathogens on citrus leaves. The
conventional DNA extraction was the method that best allowed quantifying the DNA
of the pathogens. The spot and DNA extraction had the same sensitivity for pathogen
detection. The conventional DNA extraction method followed by the gPCR (CTAB-
gPCR and Qiagen-gPCR) and the spot method followed by gPCR were validated for
pathogen detection. Both methods were highly efficient and produced similar results
for the detection of the phytopathogens. These methods were also validated for the
multiplex gqPCR. The region of Santa Cruz do Rio Pardo presented quantity of Ca
inoculum considerably larger than that in Barretos. Regular rainfall led to the
significant increase in the number of pathogens in both areas. The inoculum
remained concentrated within the plant canopy in times of low rainfall.

Keywords: Real-time PCR; Multiplex real-time PCR; Inoculum quantification;
Colletotrichum gloeosporioides
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3.1 Introducéo

A podriddo floral dos citros (PFC) estd distribuida em vérios paises do
continente americano e a queda prematura dos frutos, decorrente da doenca, tem
causado sérios prejuizos a producéo de citricos. A primeira observacdo da doenca
ocorreu em 1957, em Belize (FAGAN, 1979), onde foram registradas perdas de 65%
(DENHAM, 1979). No Brasil, o primeiro relato dessa doenca ocorreu em 1979, no
Rio Grande do Sul (PORTO; ROSSETI; DORNELLES, 1979), sendo posteriormente
identificada no Estado de Sdo Paulo (FEICHTENBERGER, 1991). Na Florida, a
doenca foi observada pela primeira vez durante a primavera de 1983 (SONODA,;
HEBB, 1991). Atualmente a doenca tem causado sérios impactos a citricultura
desses paises, sendo de ocorréncia esporadica e surgimento repentino, quando se
tem chuva associada ao florescimento, podendo ocorrer perdas de até 100%
(TIMMER et al., 1994, SILVA-JUNIOR, 2011).

Inicialmente o agente causal da PFC foi descrito como Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. (FAGAN, 1979). Trabalhos posteriores
identificaram trés estirpes de C. gloeosporioides, com distintas caracteristicas
morfolégicas e patogénicas, sendo apenas uma delas capazes de causar a PFC
(AGOSTINI; TIMMER; MITCHELL 1992). Mais tarde, por meio de técnicas
moleculares essa estirpe foi reclassificada como C. acutatum J.H. Simmonds
(BROWN; SREENIVASAPRASAD; TIMMER, 1996). Recentemente, Lima et al.
(2011) relataram C. gloeosporioides como sendo um novo agente causal da PFC.
Atualmente, tanto C. acutatum quanto C. gloeosporioides sao relatados como o0s
agentes causais da doenca.

A doenca afeta principalmente as pétalas das flores. No entanto, pode
também afetar o pistilo (estigma e estilete) (FEICHTENBERGER et al., 2005; LIN et
al.,, 2001). Os sintomas nas pétalas caracterizam-se por lesées marrons ou
alaranjadas, com a presenca de aceérvulos contendo conidios envolvidos por
mucilagem (FAGAN, 1984; TIMMER et al., 1994) e no pistilo por lesGes de coloracao
marrom ou negra (LIN et al., 2001). Os frutos recém-formados apresentam
descoloracdo amarelo-pdlida e caem rapidamente. Ja os discos basais, os calices e
os pedunculos ficam firmemente aderidos aos ramos formando estruturas tipicas da
doencga que recebem a denominacgao de “estrelinhas” (FEICHTENBERGER, 1991).
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Embora as folhas n&o apresentem sintomas da doenca, elas sao
consideradas fonte de in6culo primario, por abrigarem estruturas do patdégeno que
podem sobreviver nelas durante o periodo entre floradas (AGOSTINI; TIMMER,
1994).

Atualmente a deteccdo e identificacdo de C. acutatum e C. gloeosporioides
tem sido realizada por meio da associacdo entre métodos de diagnose classicos,
como o isolamento do patégeno em meio de cultivo semi-seletivo, métodos
moleculares, como a PCR convencional utilizando iniciadores especificos e métodos
soroldgicos, utilizando anticorpos especificos em um ensaio imunoenzimatico
(ELISA) (MILLS; SREENIVASAPRASAD; BROWN, 1992; SREENIVASAPRASAD et
al., 1996; WARD et al., 2004; GARRIDO et al., 2009). No entanto, esses métodos
sdo demorados, podendo levar até 12 dias para obtencédo dos resultados, além de
serem incapazes de quantificar com precisdo o patdégeno (GARRIDO et al., 2009).

A PCR em tempo real (QPCR) tem apresentado inUmeras vantagens em
relacdo aos métodos de deteccdo tradicionais, soroldgicos e moleculares baseados
na PCR convencional. Essa técnica ndo necessita de um procedimento apés a
reacao (eletroforese em gel) e, é mais sensivel, especifica, rapida e menos laboriosa
gue os outros métodos tradicionalmente utilizados para a detec¢ao de fitopatdégenos
(GACHON; MINGAM; CHARRIER, 2004; MUMFORD et al., 2006). Por ser especifica
permite a quantificacdo precisa do patégeno alvo. Esta quantificacdo é muito Gtil na
fitopatologia, servindo para correlacionar a quantidade do patégeno presente em
uma amostra bioldgica; para monitorar o progresso da doenca numa planta infectada
(GARRIDO et al., 2009) ou ainda monitorar a quantidade de inéculo no campo.

PCR multiplex consiste em uma amplificacdo simultdnea de mais de uma
sequéncia alvo em uma unica reacdo (HENEGARIU et al., 1997). A PCR multiplex
em tempo real (QPCR multiplex) é possivel utilizando a tecnologia TagMan®, desde
gue cada ensaio tem uma sonda especifica marcada com um determinado corante
fluorescente, resultando em diferentes cores. O sinal de cada corante é usado para
guantificar separadamente a quantidade de cada sequéncia alvo. Essa técnica
oferece varias vantagens em relagdo a PCR simplex em tempo real (MCCARTNEY
et al., 2003). Dentre essas, dessa técnica pode-se destacar a economia de tempo e
de reagentes, uma vez que combina varios alvos dentro da mesma reacao. Além

disso, proporciona maior confiabilidade dos resultados por reduzir as chances de
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contaminacdo além de minimizar os erros de pipetagem (KLEIN, 2000;
MCCARTNEY et al., 2003).

Atualmente métodos diretos de obtencdo do DNA, como o Spot e Diluigcéo,
tém sido utilizados como alternativa aos métodos indiretos (extracdo do DNA). O
Spot consiste na imobilizacdo do patdgeno, pelo depdsito do extrato vegetal, obtido
da maceracéao do tecido infectado, num fragmento de papel Whatman ou membrana
de nylon carregada positivamente. Esse papel, posteriormente, ao ser colocado em
contato com o tampdao de extracao, liberara o DNA do patégeno para essa solucao,
que sera utilizada diretamente na PCR. A principal vantagem deste método € que as
amostras imobilizadas no papel ou na membrana podem ser armazenadas antes do
processamento, a temperatura ambiente ou a temperatura de -20 °C, até 2 anos
sem perda de sensibilidade. Isso permite o envio de material a serem testados para
outros laboratoérios e o armazenamento das amostras por longo tempo (CAPOTE et
al., 2009). Outra vantagem desse método, em relacdo a outros métodos diretos, €
gue inibidores e materiais organicos podem ficar retidos ha membrana, melhorando
o desempenho da reacao. A Diluicdo, como o proprio nome diz, consiste na diluicdo
do extrato vegetal, oriundo da maceracao do tecido vegetal infectado, em tampé&o de
extracdo. Essa prépria solucdo diluida é utilizada na reacdo da PCR. A principal
vantagem desse método € a rapidez na obtencdo do DNA quando comparado aos
tradicionais métodos de extracdo de DNA. (CAPOTE et al., 2009).

Com a informacdo quantitativa que a gPCR proporciona pode-se, por
exemplo, estudar a dindmica de fitopatbgenos em distintas areas para definir
estratégias de controle da doenca; monitorar patdgenos que estdo latentes nos
tecidos vegetais e acompanhar o processo de colonizacdo do patégeno no
hospedeiro (GARRIDO et al., 2009; GACHON; SAINDRENAN, 2004).

Neste contexto, os objetivos do presente trabalho foram: desenvolver
meétodos especificos, mais sensiveis, mais rapidos e menos laboriosos que os
tradicionais métodos rotineiramente utilizados e monitorar a dinamica populacional
dos patdégenos da PFC em pomares de duas distintas regiées do Estado de Sao

Paulo.
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3.2 Material e métodos

3.2.1 Deteccao e quantificacdo de C. acutatum e C. gloeosporioides em folhas
de citros

3.2.1.1 Colecgéo de isolados e obteng&o do DNA

Isolados monospdricos de C. acutatum, C. gloeosporioides e de outras
espécies fungicas frequentemente associadas a doencas de plantas citricas foram
utilizadas para a conducéo dos experimentos. A relacdo dos isolados utilizados para
a conducéao dos experimentos encontra-se listada na Tabela 3.1.

Os isolados foram preservados pela técnica da dessecacdo em papel de
filtro, como descrito por Rojas et al. (2010) e sempre que necessario, fragmentos
desses papéis foram transferidos para o meio de cultivo composto por Batata-
Dextrose-Agar (BDA) para reativagio dos mesmos. Para condugdo dos
experimentos os isolados reativados foram transferidos para outras placas contendo
meio de cultura BDA e incubados a 25 °C, sob fotoperiodo de 12 horas, durante sete
dias.

O DNA gendmico foi obtido de suspensao de conidios, suspenséao de inéculo
proveniente da superficie foliar ou de extrato obtido pela maceracédo do tecido foliar.
O DNA dessas amostras foi obtido por meio da extracdo do DNA ou por métodos de
obtencao direta do DNA. A extracdo do DNA foi conduzida conforme o protocolo
CTAB, estabelecido por Doyle e Doyle (1987), com algumas adapta¢gdes ou por meio
de kit comercial de extracdo de DNA. A obtencao direta do DNA das amostras foi
conduzida utilizando o método da Diluicédo (Di) ou Spot (Sp). A seguir serdo descritos
esses métodos de obtencdo do DNA.

Método CTAB, com adaptacdes (CTAB) — Neste método, o DNA foi extraido
a partir de aproximadamente 100 mg de micélio, 200 pL de suspensao de conidios,
200 pL de suspensédo de inoculo oriundos da superficie foliar ou 200 pL do extrato
obtido da maceracdo do tecido foliar. Para isso, 100 mg de micélio ou 200 pL de
uma das suspensodes foram depositados em microtubos de 1,5 mL aos quais foram
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adicionados 400 pL do tampéao de extragcdao CTAB (2% CTAB; 100 mM Tris-HCI, pH
8,0; 20 mM EDTA; 1,4 M NaCl, 1% PVP, 2% de B — mercaptoetanol). Apos a
agitacado por um minuto, os tubos foram mantidos em aquecimento a 65 °C durante
30 minutos, sendo agitados manualmente a cada 10 minutos durante esse periodo.
Posteriormente os tubos foram centrifugados a 855 g durante cinco minutos. Do
sobrenadante obtido ap6s a centrifugacao foram coletados 400 L, os quais foram
transferidos para microtubos de 2 mL que continham 400 pL de alcool
cloroférmio/isolamilico (24/1). Os tubos foram agitados manualmente até obtencéo
de uma emulséo e centrifugados a 18.625 rpm durante 5 minutos. Foram coletados
200 pL da fase superior formada apds a centrifugacdo e transferidos para
microtubos de 1,5 mL contendo 120 pL de isopropanol. Esses tubos foram agitados
manualmente, mantidos a -20 °C durante 30 minutos e centrifugados a 18.625 g
durante 20 minutos. ApGs a centrifugacao o sobrenadante formado foi descartado do
microtubos e nos mesmos foram adicionados 1 mL de etanol 70%. Os tubos foram
agitados manualmente e centrifugados a 18.625 g durante 10 minutos. O
sobrenadante formado apos a centrifugacao foi descartado e o pellet formado foi
seco a temperatura ambiente durante cinco horas. Por fim o pellet foi ressuspenso
em 100 pL de agua Milli-Q e os microtubos contendo o DNA extraido foram mantidos
a-20 °C.

Kit comercial Qiagen (Qiagen) - O DNA dessas amostras foi extraido
utilizando o kit comercial DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) e os procedimentos para
extracdo do DNA foram de acordo com as instru¢des do fabricante.

Método da Diluicdo (Di) - Para obtencdo do DNA, 5 puL da amostra foram
depositados dentro de microtubos contendo 100 pL de tampé&o B (0.1 M de glicina;
0.05 M de NaCl; 1mM de EDTA). Os microtubos contendo a amostra diluida foram
armazenados a -20 °C (CAPOTE et al., 2009).

Método do Spot (Sp) - Nesse método, fragmentos de papel de filtro
Whatman 3MM, de aproximadamente 20 mm?, foram acondicionados dentro de
microtubos de 1,5 mL e 5 pL da amostra foram depositado sobre o papel. Os
microtubos ficaram expostos a ventilacdo dentro de uma capela durante 30 minutos,
para que 0s papéis contendo as amostras secassem. Posteriormente, 100 puL de
tampao B (0,1 M de glicina; 0,05 M de NaCl; 1mM de EDTA) foram adicionados
dentro de cada microtubo e os mesmos foram armazenados a -20 °C (CAPOTE et
al., 2009).
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Tabela 3.1 - Relacdo dos isolados utilizado nos estudos

Espécies

Cédigo do isolado Hospedeiro

Origem

Colletotrichum acutatum
Colletotrichum acutatum
Colletotrichum acutatum
Colletotrichum acutatum
Colletotrichum acutatum
Colletotrichum acutatum
Colletotrichum acutatum
Colletotrichum acutatum
Colletotrichum acutatum
Colletotrichum acutatum
Colletotrichum acutatum
Colletotrichum acutatum
Colletotrichum acutatum
Colletotrichum acutatum
Colletotrichum acutatum
Colletotrichum acutatum
Colletotrichum gloeosporioides
Colletotrichum gloeosporioides
Colletotrichum gloeosporioides
Colletotrichum gloeosporioides
Colletotrichum gloeosporioides
Colletotrichum gloeosporioides
Colletotrichum gloeosporioides
Colletotrichum gloeosporioides
Colletotrichum gloeosporioides
Colletotrichum lindemuthianum
Colletotrichum musae
Colletotrichum coccodes
Colletotrichum truncatum
Colletotrichum capsici
Guignardia citricarpa
Alternaria alternata

Phomopsis citri

LFN-1
LFN-2

LFN-3

LFN-4

LFN-5

LFN-6

LFN-7

LFN-8

LFN-9

LFN-10
LFN-11
LFN-12
LFN-13
LFN-14
LFN-15
LFN-16
LFN-17
LFN-18
LNF-19
LFN-20
LFN-21
LFN-22
LFN-23
LFN-24
LFN-25
LFN-26
LFN-27
LFN-28
LFN-29
LFN-30
LFN-31
LFN-32
LFN-33

Citrus sinensis
Citrus sinensis
Citrus sinensis
Citrus sinensis
Citrus sinensis
Citrus sinensis
Citrus sinensis
Citrus sinensis
Citrus sinensis
Citrus sinensis
Citrus sinensis
Citrus sinensis
Citrus sinensis
Citrus sinensis
Citrus sinensis
Citrus sinensis
Citrus latifoli

Citrus latifoli

Citrus latifoli

Citrus latifoli

Citrus sinensis
Citrus sinensis
Citrus sinensis
Citrus sinensis

Citrus sinensis

Phaseolus vulgari
Musa paradisiaca

Capsicum annuum

Glycine max

Capsicum annuum

Citrus sinensis
Citrus sinensis

Citrus sinensis

Santa Cruz do Rio Pardo-SP
Santa Cruz do Rio Pardo-SP
Santa Cruz do Rio Pardo-SP
Araraquara-SP
Gaviao Peixoto-SP
Gaviao Peixoto-SP
Pedranopolis-SP
Pedrandpolis-SP
Cordeiropolis-SP
Taquarituba-SP
Mogi-Guagu-SP
Mogi-Guagu-SP
Barretos-SP
Barretos-SP
Barretos-SP
Barretos-SP
Pardinho-SP
Mogi-Guagu-SP
Mogi-Guagu-SP
Mogi-Guagu-SP
Gavido-Peixoto-SP
Pedrandpolis-SP
Botucatu-SP
Araraquara-SP
Gavido-Peixoto-SP
Maringa-PR
Registro-SP
Caxias do Sul-RS
Londrina-PR
Atibaia-SP
Araraquara-SP
Cordeiropolis-SP

Araraquara-SP
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3.2.1.2 Iniciadores, sondas TagMan® e condicbes da PCR convencional,
Nested-PCR, PCR em tempo real e PCR multiplex em tempo real

As sequencias dos iniciadores e sondas especificas para deteccdo e/ou
quantificacdo de C. acutatum e C. gloeosporioides estéo listados na Tabela 3.2.

Para a deteccéo e/ou quantificacéo, os iniciadores ACUT-F1 e ACUT-R2 em
conjunto com a sonda TagMan® ACUT-PB, e os iniciadores GLOE-F1 e GLOE-R1
em conjunto com a sonda TagMan® GLOE-PB especificos para deteccdo de C.
acutatum e C. gloeosporioides, respectivamente, foram utilizados nas gPCR e gPCR
multiplex. As sondas TagMan® foram marcadas com os corantes fluorescentes
reporter FAM (6-carboxifluoresceina) (sonda ACUT-PB) ou VIC (4,7,2'-tricloro-7'-
fenil-6-carboxifluoresceina) (sonda GLOE-F1) na posicdo 5final e um corante

fluorescente quencher TAMRA (6-carboxi-tetrametil-rodamina) na posicao 3final.

Tabela 3.2 - Sequéncias de iniciadores e sondas utilizados nos ensaios

Alvo Iniciador/Sonda Orientacdo Técnica Sequencia 5’ - 3’
ACUT-F1 Direta TagMan® CGG AGG AAACCAAACTCTATT TACA
ACUT-R2 Reversa TagMan® CCA GAA CCA AGA GAT CCG TTG
Colletotrichum acutatum®
ACUT-PB Sonda TagMan® CGT CTC TTC TGA GTG GCA CAA GCA
AAT AAT TAAA
GLO-F1 Direta TagMan® GGC GGG TAG GGT CYC CG*®
Colletotrichum GLO-R1 Reversa TagMan® ACT CAG AAG AAA CGT CGT TAA ATC
gloeosporioides® AG
GLO-PB Sonda TagMan® CTC CCG GCC TCC CGC CYC?
C. acutatum® Calnt2' Direta PCR
convencional e GGG GAA GCC TCT CGC GG
Nested-PCR
C. gloeosporioides® Cglnt' Direta PCR
convencional e GGC CTC CCG CCT CCG GGC GG
Nested-PCR
ITS1-5-8S-ITS2° ITS4 Reversa PCR
convencional e TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC
Nested-PCR
ITS5 Direta Nested-PCR GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G

2Y =(C +T)

PGarrido et al. (2009)

“Sreenivasaprasad et al. (1996)

IMills et al. (1992)

“White et al. (1990)

‘Usado em conjunto com o iniciador reverso ITS4
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A gPCR e gPCR multiplex foram obtidas utilizando o sistema de detecc¢do
ABI StepOne™ Real-Time. A gPCR foi realizada em volume total de 12 pL por
reacdo, contendo 3 pL do DNA da amostra, 10 uM de cada iniciador, 6 yL de Path-
ID™ gqPCR Master Mix (Applied Biosystems®) e 10 uM da sonda TagMan®. Na
gPCR multiplex foram utilizados 3 pL do DNA, 100 puM dos pares de iniciadores, 6 L
de Path-ID™ gPCR Master Mix (Applied Biosystems®) e 10 yM da sonda TagMan®,
em um volume total de 12 uL por reacdo. Tanto na qPCR quanto a multiplex gPCR o
termociclador foi programado para um ciclo a 95 °C durante 10 minutos, 45 ciclos a
95 °C durante 15 segundos e 60 °C durante 60 segundos. A quantificagéo foi
realizada usando a técnica da curva padrao, utilizando diluicdo seriada de dez vezes
(2.5 x 10" a 2.5 x 10° ng para C. acutatum e 2.5 x 10' a 2.5 x 10’ para C.
gloeosporioides) de DNA gendmico a partir dos isolados LFN-1 e LFN-22. Trés
reacoes da gPCR foram repetidas para estabelecer as curvas de regresséo linear
entre o ‘threshold cycle’ (Ct) e o logaritmo das concentragcbes de DNA gendémico
seriadas.

Para deteccao por meio da PCR convencional foram utilizados os iniciadores
Calnt2 e Cgint, ambos em conjunto com o iniciador ITS4 para amplificacdo da regiao
ITS do DNA ribossdmico. A reacao foi realizada utilizando-se 25 uL de solugédo, em
agua Milli-Q, contendo 2 uL do DNA da amostra, 2,5 uL do tampao 10X para PCR,
1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de uma mistura de dNTPs, 0,5 uM de cada um dos
iniciadores (Calnt2 e ITS4 ou Cgint e ITS4) e 0,04 unidades de Tag DNA polimerase.
Para a reacado, o termociclador foi programado para um ciclo de 30 segundos a 94
°C, 45 segundos a 62 °C e 90 segundos a 72 °C, seguido de um ciclo de 30
segundos a 94 °C, 45 segundos a 60 °C e 90 segundos a 72 °C, finalizando com 35
ciclos de 30 segundos a 94 °C, 45 segundos a 58 °C e 90 segundos a 72 °C. Apos a
reacdo da PCR, os produtos foram aplicados em gel de agarose 1% em tampéao 0,5x
Tris-borato-EDTA (TBE), corado com SYBR Safe™ DNA gel Stain (Invitrogen
Corporation) e as bandas de DNA foram visualizadas em transiluminador de
ultravioleta e fotografadas.

A Nested-PCR foi conduzida utilizando, na primeira reacao, o iniciador ITS5
em conjunto com o iniciador ITS4, para amplificacdo da regido ITS do DNA
ribossomico. Na segunda reac&o foram utilizados os iniciadores Calnt2/ITS4 ou
CgInt/ITS4, especificos para C. acutatum ou C. gloeosporioides, respectivamente. A

primeira reacdo da PCR foi realizada utilizando em volume total de 20 L, contendo
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2 uL do DNA das amostras, 2 yL de cada um dos iniciadores a 0,25 uM, 0,2 mM de
dNTP, tampéo 5x para PCR, 2,5 mM de MgCl,, 5 unidades de GoTaq Flexi DNA
polimerase (Promega). A amplificacdo dessa primeira reacdo foi baseada numa
desnaturacao inicial a 95 °C durante 90 segundos; seguido por 35 ciclos de
desnaturacao a 95 °C durante 35 segundos, anelamento a 55 °C durante 1 minuto, e
extensdo a 72 °C durante 1 minuto e um alongamento final a 72 °C durante 1
minuto. Para a segunda reagao foram utilizados, 2 uL do produto da primeira reacao,
diluido 10 vezes; 2,5 uL do tampao 10X para PCR, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de
uma mistura de dNTPs, 0,5 yM de cada um dos iniciadores e 0,04 unidades de Taq
DNA polimerase. Um controle negativo foi incluido em todos os experimentos. Os
produtos das reacdes da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose
a 1% em tampao TBE 0,5x, corado com SYBR Safe™ DNA gel Stain (Invitrogen
Corporation) e fotografado sob iluminacdo ultravioleta (PEREZ-HERNANDEZ et al.,
2008).

3.2.1.3 Especificidade dos iniciadores e sondas TagMan® utilizados na PCR

em tempo real

A especificidade dos iniciadores e sondas para qPCR foi testada utilizando a
colecédo de isolados descrita na Tabela 1. Todos os isolados foram cultivados em
meio de cultura BDA a 25 °C, sob fotoperiodo de 12 horas, durante sete dias. O
DNA desses isolados foi obtido mediante a extragao utilizando-se o protocolo CTAB
modificado, como descrito anteriormente, e sua concentragdo ajustada para 20 ng
mL*. As amplificagbes da gPCR foram conduzidas em triplicata em um
termociclador StepOne™ Real-Time. Os componentes e as condigcbes da gPCR

estdo descritos no item 3.2.1.2.

3.2.1.4 Sensibilidade comparativa entre a PCR convencional, Nested-PCR e

PCR em tempo real

Os ensaios para avaliar a sensibilidade dos iniciadores e sondas TagMan®

foram conduzidos utilizando o isolado LFN-1 (Colletotrichum acutatum) e o isolado
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LFN-22 (Colletotrichum gloeosporioides). Ambos os isolados foram cultivados em
meio de Aveia-Agar (60 g de farinha de aveia, 12 g de &agar, 1000 mL de agua
destilada esterilizada) a 25 °C, sob fotoperiodo continuo, durante sete dias, para
induzir a producao de conidios. Os conidios produzidos no meio de cultivo foram
ressuspendidos em 10 mL de agua destilada esterilizada e filtrados em gaze
esterilizada para obtencdo das suspensdes de esporos. Essas suspensdes foram
ajustadas para a concentracdo de 1 x 10’ conidios mL™ e a partir dai foram obtidas
diluicdes seriadas (diluicbes de 10 vezes) de modo a obter a concentracdo de 1 X
10" até 1 x 10* conidios mL™. Duzentos microlitros de cada diluicdo de conidios
foram coletadas, transferidas individualmente para microtubos de 2 mL e o DNA
extraido utilizando o kit comercial DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen), seguindo as
instrucdes do fabricante. O DNA obtido de cada diluicdo foi utilizado na PCR
convencional, Nested-PCR e gPCR. Os iniciadores, sondas e condicOes das reacdes
estdo descritos no item 3.2.1.2. A sensibilidade da qPCR foi comparada com a
sensibilidade da PCR convencional e Nested-PCR para a deteccdo de C. acutatum e
C. gloeosporioides.

3.2.1.5 Sensibilidade dos iniciadores e sondas TagMan® utilizados na PCR em

tempo real e PCR multiplex em tempo real

Para avaliar a influéncia do DNA da planta na sensibilidade da qPCR, um
ensaio foi realizado utilizando-se o DNA do patbégeno isoladamente ou em
combinacdo com o DNA da planta. A comparagéo dos valores Cr dessas reacoes
evidenciou se o DNA da planta exerceu alguma influéncia na sensibilidade da gPCR.
Para conduzir esses ensaios, os isolados LFN-1 e LFN-22 foram cultivados em meio
de cultivo BDA, a 25 °C, no escuro, durante sete dias. O DNA do micélio produzido
foi extraido utilizando o kit comercial DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) de acordo com
as instrucdes do fabricante, quantificado em espectrofotometro (NanoDrop®) e sua
concentracdo ajustada para 25 ng pL™. Diluicdes seriadas de 10 vezes, a partir de
25ng pL™* foram realizadas até a obtencdo de 250 fg pL™. Paralelamente, folhas
sadias foram maceradas em tampédo fosfato salino (PBS) 1X e o seu DNA foi
extraido utilizando o kit comercial DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen), de acordo com as

instrucdes do fabricante, quantificado em espectrofotometro (NanoDrop®) e sua
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concentracdo ajustada para 20 ng puL™. A partir do DNA extraido, dois ensaios foram
conduzidas. Em um ensaio, 50 pL de cada concentracdo de DNA do patégeno foram
depositados, individualmente, em microtubos e sobre esses foram adicionados 50 pL
do DNA da planta na concentracéo de 20 ng mL™. No outro ensaio 50 L de cada
concentracdo de DNA do patdgeno foram depositados, individualmente, em
microtubos e, sobre esses, foram adicionados 50 pL de a&gua milli-Q. Para cada
combinacéao foi conduzida uma gPCR utilizando os iniciadores e sondas especificos
para deteccao e quantificacdo de C. acutatum ou C. gloeosporioides. As condi¢bes
da reacéo e os iniciadores e sondas utilizados estao descritos no item 3.2.1.2.

Outro ensaio foi conduzido para analisar se as sondas e 0s iniciadores
utilizados na gPCR multiplex teriam a mesma sensibilidade apresentada pela gPCR.
Os isolados LFN-1 e LFN-22 foram cultivados em meio de cultivo e seu DNA foi
extraido da mesma forma como descrito no ensaio anterior. O DNA de cada isolado
foi ajustado para a concentracdo de 20 ng pL™ e trés combinacées foram realizadas:
- 50 pL do DNA de C. acutatum foi misturado a 50 pL de DNA de C.
gloeosporioides; II- 50 uL do DNA de C. acutatum foi misturado com 50 pL de agua
milli-Q; 1I- 50 yL do DNA de C. gloeosporioides foi misturado com 50 yL de agua
milli-Q. A partir dessas amostras, foram conduzidas as qPCR e gPCR multiplex. As
condicbes da reacdo e os iniciadores e sondas utilizados estdo descritos no item
3.2.1.2.

3.2.1.6 - Avaliacao de distintos métodos de preparo de amostras e de obtencéao
do DNA para a deteccao e quantificacdo de C. acutatum em folhas de citros

Diferentes métodos para o processamento das amostras foram avaliados
para determinar o(s) mais eficiente(s) para deteccao e quantificacdo de C. acutatum
em folhas de citros.

Os ensaios foram conduzidos utilizando mudas de laranjeira 'Valencia/,
produzidas e mantidas em estufas. Folhas jovens, com cinco a sete meses de idade,
provenientes dessas mudas foram selecionadas, destacadas e encaminhadas para
o laboratério. As folhas foram submersas em agua destilada esterilizada para a
remocao de possiveis residuos de poeira e envoltas por papel de filtro esterilizado

para absorcao da agua na superficie foliar. As mesmas foram acondicionadas sobre
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uma folha de papel de filtro umedecido, contido em placas de poliestireno de 140
mm de diametro e inoculadas com o isolado LFN-1 (C. acutatum). Para isso o
isolado foi cultivado em meio de cultivo de Aveia-Agar, a 25 °C, em regime de luz
continua, durante sete dias. Os conidios formados no meio de cultivo foram
ressuspendidos em 10 mL de &gua destilada esterilizada, filtrados através de gaze
esterilizada, para obtencdo da suspensdo de conidios, que posteriormente foi
ajustada para a concentracdo de 1 x 10° conidios mL™. Na superficie de cada folha
foram pulverizados 1 mL da suspensao de conidios do patdgeno. As folhas que
serviram como controle foram pulverizadas com agua destilada esterilizada, em vez
da suspensdo de conidios. As folhas inoculadas foram incubados a 25 °C, em
fotoperiodo de 12 horas, durante 72 horas, sendo posteriormente submetidas aos
métodos de processamento de amostras a serem avaliados. Os métodos para o
processamento das amostras estdo descritos a seguir.
I- Maceracédo (MA): Cada folha foi acondicionada, individualmente, dentro de bolsas
de extracdo de material vegetal (Bioreba) contendo 10 mL de PBS e maceradas em
homogeneizador HOMEX 6 (Bioreba) até obtencdo do extrato foliar. O extrato obtido
foi ressuspenso em 40 mL de PBS e homogeneizados;
II- Congelamento (CO): Cada folha foi acondicionada em uma bolsa de extracédo de
material vegetal (Bioreba) contendo 20 mL de tampdo PBS e submersa em
nitrogénio liquido durante 20 segundos. ApdOs esse periodo, o gelo formado foi
raspado da superficie foliar e resusspendido em 30 mL de PBS;
lll- Lavagem foliar (LF): Cada folha foi imersa em 50 mL de tampao PBS acrescido
de 0.05 % de Tween 20, seguindo de friccdo da face inoculada nas malhas de uma
bolsa de extracdo de material vegetal (Bioreba®) repetidas vezes, durante 3 minutos;
IV- Sonicagdo (SO): Cada folha foi imersa em 50 mL de tampéao PBS, contendo
0.05% de Tween 20, agitadas por 3 minutos e sonicadas durante 30 minutos em um
sonicador;
V- Agitagdo com Tween (AGT): Cada folha foi imersa em 50 mL de tampdo PBS
acrescido de 0.05 % de Tween 20 e agitada manualmente dentro de bolsa de
plastico lacrada durante 3 minutos;
VI- Agitacdo (AG): Cada folha foi imersa em 50 mL de tampdo PBS e agitada
manualmente dentro de uma bolsa plastica lacrada durante 3 minutos.

Apds o processamento das amostras, cada suspensdo ou extrato obtido foi

centrifugado a 3.000 rpm e 10 mL do sobrenadante foram transferidos,
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individualmente, para tubos plasticos e armazenados a -20 °C. Os métodos diretos
(Spot e Diluicdo) e indiretos (extracdo do DNA com CTAB e Qiagen) foram utilizados
para obtencdo do DNA das suspensfes ou extrato obtidos no processamento das
amostras. Os protocolos de obtencdo do DNA por esses métodos estdo descritos no
item 3.2.1.1. Com o DNA obtido das amostras, foram conduzidas as gPCR utilizando
os iniciadores e sondas especificos para deteccdo e quantificacdo de C. acutatum.
As condicdes da reacao e os iniciadores e sondas utilizados estdo descritos no item
3.2.1.2.

3.2.1.7 Sensibilidade dos métodos de obtencdo do DNA

Nesse ensaio foi avaliada a sensibilidade dos métodos da Dilui¢cdo (Di), Spot
(Sp) e extracdo do DNA utilizando o protocolo CTAB (CTAB) utilizou diluicbes
seriadas a partir do extrato foliar obtido. Para isso, folhas de laranjeira 'Valencia'
foram inoculadas com 1 x 10° conidios mL™ de C. acutatum ou C. gloeosporioides,
seguindo os mesmos procedimentos de inoculacdo descritos no item 3.2.1.6, e
processadas pela maceracdo do tecido vegetal, como descritos no item 3.2.1.6. Em
seguida o extrato bruto foi submetido a diluicdes seriadas, diluindo-o até 1 x 10°®.
Cada diluicao foi submetida aos trés métodos de obtencdo do DNA (Di, Sp e CTAB),
seguindo os procedimentos descritos no item 3.2.1.1. O DNA das amostras foi
submetido a qPCR utilizando os iniciadores e sondas especificos para deteccédo e
quantificacdo de C. acutatum ou C. gloeosporioides. As condi¢cbes da reacdo e os

iniciadores e sondas utilizados estdo descritos no item 3.2.1.2.

3.2.1.8 Avaliacéo e validacdo de métodos para a deteccao de C. acutatum e C.

gloeosporioides

A sensibilidade, especificidade, prevaléncia, falsos positivos, falsos
negativos, resultados coincidentes e indice Kappa, foram calculados para avaliar e
validar o(s) método(s) de deteccdo (CAPOTE et al., 2009; VIDAL et al., 2012).

A sensibilidade e especificidade s&o indicadores da capacidade operacional

de uma técnica, fornecendo informacdes sobre a proporcéo de verdadeiros positivos
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e verdadeiros negativos identificados pelo método. A prevaléncia representa a
percentagem de plantas infectadas em um determinado periodo do tempo. Falsos
positivos ou negativos representam a frequéncia de resultados ndo verdadeiros que
a técnica produz. O indice Kappa é utilizado para comparar duas técnicas entre si e
relacionar o quanto uma técnica é similar a outra. Esse indice elimina a influéncia do
acaso, sendo portanto um 6timo parametro para validacdo de metodologia.

Dois ensaios foram conduzidos para obtencdo desses parametros. Um
ensaio foi conduzido a partir de amostras inoculadas em laboratério e o outro a partir
de amostras provenientes de campos de producéo de citros. No primeiro ensaio,
foram utilizadas 156 folhas de laranjeira 'Valencia' inoculadas com 1 x 10° conidios
mL™ de C. acutatum, seguindo os mesmos procedimentos descritos no item 3.2.1.6,
e 71 folhas sadias. Cada folha foi processada individualmente, por meio do método
do congelamento, como descrito no item 3.2.1.6. Posteriormente foram submetidas
aos métodos de obtencdo do DNA seguidos da gqPCR, [Diluicdo (Di-gPCR), Spot
(Sp-qPCR), extracdo do DNA pelo método CTAB (CTAB-gPCR) e extracdo do DNA
utilizando o Kit de extracdo da Qiagen (Qiagen-gPCR)], para deteccdo de C.
acutatum nas folhas de citros. As condi¢cbes da reacdo e os iniciadores e sondas
utilizados nesse ensaio estao descritas no item 3.2.1.2. Por meio desse ensaio foram
determinados sensibilidade, especificidade, prevaléncia, falsos positivos e falsos
negativos. O outro ensaio foi conduzido utilizando amostras provenientes do campo.
Para isso trés diferentes campos de producdo de citricos foram amostrados e as
folnas foram coletadas para a condugcdo dos ensaios. Cada campo formou uma
populacdo de amostras a serem analisadas. A populacdo de amostras 1 foi formada
por folhas de limoeiro 'fino’ oriundas de campos de producao de citricos da provincia
Murcia - Espanha. A populacdo 2 foi originada por folhas de laranjeira 'Valencia'
provenientes da regido de Barretos - Sdo Paulo. A populagcédo 3 foi constituida por
folhas provenientes da regido de Santa Cruz do Rio Pardo - Sdo Paulo. As folhas
coletadas foram submetidas, individualmente, ao método do congelamento, como
descrito no item 3.2.1.6 e analisadas pela técnica da Diluicdo-PCR multiplex em
tempo real (Di-gPCR multiplex), Spot-PCR multiplex em tempo real (Sp-qPCR
multiplex) e CTAB-PCR multiplex em tempo real (CTAB-gPCR multiplex). Nesse
ensaio foram calculados os valores coincidentes e o indice Kappa.
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3.2.2 Monitoramento quantitativo de C. acutatum e C. gloeosporioides em
folhas de citros oriundas de pomares de laranjeira no Estado de Séo Paulo

3.2.2.1 Selecdo das éareas de estudo

Para a conducdo dos ensaios, dois pomares de producdo comercial de
laranja doce foram selecionados. Um pomar de laranja doce ‘Péra’ foi selecionado
na regiao de Barretos e o outro de laranja doce ‘Valencia’ em Santa Cruz do Rio
Pardo, ambos pertencentes ao Estado de S&ao Paulo. Esses pomares foram
selecionados por estarem localizados em regifes com distintas condi¢ces climaticas
e diferentes historicos da doenca. Dados climaticos de temperatura e precipitacao
foram obtidos por meio de estacdes meteoroldgicas instaladas nessas regides. Os

ensaios foram conduzidos entre julho de 2012 e julho de 2013.

3.2.2.2 Amostragem

Em cada area de estudo foram selecionadas aleatoriamente 30 plantas.
Essas plantas foram identificadas e georreferenciadas, para que sempre fossem
coletadas as amostras na mesma arvore. De cada planta foram coletadas 15 folhas
no interior e 15 folhas na periferia de sua copa. As folhas coletadas de cada planta
foram acondicionadas individualmente em sacos plasticos, identificadas e
encaminhadas para o laboratorio para posterior processamento das amostras. A

amostragem foi realizada mensalmente no periodo de julho de 2012 a julho de 2013.

3.2.2.3 Preparo das amostras

Para o processamento das amostras foi utilizado o método do
congelamento, como descrito no item 3.2.1.6. Para isso, das 15 folhas amostradas
no interior ou na periferia da planta, foram produzidas cinco subamostras contendo

trés folhas cada. Cada unidade experimental foi representada por uma subamostra.
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Dessa forma, de cada planta, foram analisadas cinco amostras obtidas das folhas do
interior da copa e outras cinco amostras obtidas de folhas da periferia da copa.

3.2.2.4 Obtencdo do DNA, analises das amostras pela PCR multiplex em tempo

real e avaliacao dos dados

As suspensdes de indculo obtidas a partir do processamento das amostras
tiveram seu DNA extraido para serem submetidas a deteccdo e quantificacdo pela
gPCR multiplex. O DNA das amostras foi obtido segundo o protocolo CTAB
modificado, como descrito no item 3.2.1.1 Os reagentes e as condi¢cdes de
amplificagéo utilizados para conduzir a qPCR multiplex estdo descritos no item
3.2.1.2. O DNA foi quantificado por meio da interpolagéo dos valores de Cr obtidos
com a quantidade estabelecida na curva padrdo desenvolvida para a quantificacdo
de C. acutatum e C. gloeosporioides. Esses dados quantitativos foram associados
aos dados coletados pelas estacdes meteoroldgicas para interpretacdes da dindmica
populacional dos patégenos nas duas areas em estudo.

3.3 Resultados

3.3.1 Especificidade dos iniciadores e sondas TagMan® utilizados na PCR em

tempo real

Trinta isolados de Colletotrichum spp. e trés isolados de outras espécies de
fungos frequentemente associados a plantas citricas foram utilizados como alvo para
avaliar a especificidade dos iniciadores e sondas TagMan®. Os resultados das
gPCR mostraram a amplificacdo do DNA de 25 isolados cujos valores de Cy

variaram entre 24.8 e 28.8 (Figura 3.3).
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Tabela 3.3 - Especificidade dos iniciadores e sondas TagMan® utilizadas nos ensaios para a
detecc¢édo e quantificacdo de C. acutatum e C. gloeosporioides

Valores de C?

Cadigo do L
isolado Espécie Iniciadores e sonda para C. Iniciadores e sonda para
acutatum C. gloeosporioides
LFN-1 C. acutatum 27.68 + 0.62 > 44+ Q°
LFN-2 C. acutatum 28.84+£0.21 >44+0
LFN-3 C. acutatum 27.48 £ 0.55 >44+0
LFN-4 C. acutatum 27.41 +0.69 >44+0
LFN-5 C. acutatum 28.24 £ 0.15 >44+0
LFN-6 C. acutatum 27.33+0.38 >44+0
LFN-7 C. acutatum 27.99 £0.88 >44+0
LFN-8 C. acutatum 28.25+0.42 >44+0
LFN-9 C. acutatum 28.11+£0.31 >44+0
LFN-10 C. acutatum 27.75+0.18 >44+0
LFN-11 C. acutatum 27.92 £0.02 >44+0
LFN-12 C. acutatum 27.84+1.21 >44+0
LFN-13 C. acutatum 28.71 £ 0.88 >44+0
LFN-14 C. acutatum 27.37+£1,53 >44+0
LFN-15 C. acutatum 27.78 £0.02 >44+0
LFN-16 C. acutatum 28.64 £0.43 >44+0
LFN-17 C. gloeosporioides >44+0 24.45+1.35
LFN-18 C. gloeosporioides >44+0 25.33+0.45
LFN-19 C. gloeosporioides >44+0 2484 +1.72
LFN-20 C. gloeosporioides >44+0 25.54 £ 0.57
LFN-21 C. gloeosporioides >44+0 25.71 +0.08
LFN-22 C. gloeosporioides >44+0 24.96 +0.93
LFN-23 C. gloeosporioides >44+0 25.14 +0.23
LFN-24 C. gloeosporioides >44+0 2491 +0.88
LFN-25 C. gloeosporioides >44+0 25.67 £ 0.62
LFN-26 C. lindemuthianum >44+0 >44+0
LFN-27 C. musae >44+0 >44+0
LFN-28 C. coccodes >44+0 >44+0
LFN-29 C. truncatum >44+0 >44+0
LFN-30 C. capsici >44+0 >44+0
LFN-31 G. citricarpa >44+0 >44+0
LFN-32 A. alternata >44+0 >44+0
LFN-33 P. citri >44+0 >44+0
Controle negativo >44+0 >44+0

®Dados sdo valores de trés repeticdes * Erro padréo.
® >44 — Indica um resultado negativo por n&o ocorrer amplificagio do DNA até o Gltimo ciclo avaliado (ciclo 44).
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Alto nivel de especificidade dos iniciadores ACUT-F1 e ACUT-R2 e da sonda
ACUT-PB foi observado quando avaliados para os 33 isolados utilizado nesse
ensaio (Figura 3.3). Nas reacdes onde foram utilizados esses iniciadores e sondas,
somente os isolados de C. acutatum apresentaram valores de Cr menores que 29
ciclos. Os valores de Cy desses isolados variaram de 27.3 a 28. Os demais isolados
ndo apresentaram amplificacdo do DNA, ndo sendo detectados até o ciclo 44
(Tabela 3.3).

Os iniciadores GLO-F1 e GLO-R1 e a sonda GLO-PB foram altamente
especificas para detectar os isolados de C. gloeosporioides. Dos 33 isolados
avaliados, apenas os nove isolados de C. gloeosporioides foram detectados e
apresentaram Ct menores que 26 ciclos. Os Ct obtidos dessas amplificacdes
variaram entre 24.8 e 25.7. Todos o0s outros isolados das espécies fangicas

avaliadas ndo foram detectados até o ciclo 44 (valores de C+ > 44) (Tabela 3.3).

3.3.2 Sensibilidade comparativa entre a PCR convencional, Nested-PCR e PCR

em tempo real

A sensibilidade da PCR em tempo real, Nested-PCR e PCR convencional
foram comparadas entre si, por meio do DNA obtido de diferentes suspensdes de
conidios. As Tabelas 3.4 e 3.5 apresentam os dados dessa comparacdo para a
deteccédo de C. acutatum e C. gloeosporioides, respectivamente.

A PCR em tempo real conduzida com os iniciadores e sondas especificos
para deteccdo de C. acutatum, mostrou-se ser 1000 vezes mais sensivel que a
Nested-PCR e 10000 mais sensivel que a PCR convencional, ao se analisarem as
diferentes concentracdes de C. acutatum. A concentracdo de 1 x 10 conidios mL™
de C. acutatum foi a menor concentracéo detectavel pela PCR em tempo real e 0 Cy
das amostras amplificadas variou entre 20.54 e 34.52. Na Nested-PCR detectou-se
C. acutatum a partir da concentracdo de 1 x 10> conidios mL™ enquanto que a PCR
convencional detectou C. acutatum somente a partir da concentracdo de 1 x 10°

conidios mL™ (Tabela 3.4).
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Tabela 3.4 - Sensibilidade comparativa entre a PCR em tempo real (QPCR), Nested-PCR e PCR
convencional para deteccéo de C. acutatum

Conidios mL™

1x10°  1x10° 1x10° 1x10* 1x10® 1x10®  1x10

gPCR (Valores de C)? 20.54 23,55 25.89 30.62 32.44 3452 >44°
Nested-PCR

PCR convencional

8Cr — “Cycle Threshold”. Os valores representam a média de trés repeticGes
® >44 — Indica um resultado negativo por ndo ocorrer amplificacdo do DNA até o Gltimo ciclo avaliado (ciclo 44)

Os ensaios conduzidos utilizando os iniciadores e sondas especificos para
deteccdo de C. gloeosporioides por meio da PCR em tempo real, mostrou ser 100
vezes mais sensivel que a Nested-PCR e 1000 vezes mais sensivel que a PCR
convencional. Nessa qPCR, 1 x 10? conidios mL™ de C. gloeosporioides foi a menor
concentracdo detectada e os valores de Ct das concentracdes detectaveis variaram
entre 19.77 e 33.01. Os ensaios conduzidos com a Nested-PCR proporcionaram
deteccdo a partir da concentracdo de 1 x 10 conidios mL™, enquanto que os
ensaios conduzidos com a PCR convencional somente detectaram C.

gloeosporioides a partir da concentracdo de 1 x 10° conidios mL™ (Tabela 3.5).

Tabela 3.5 - Sensibilidade comparativa entre a PCR em tempo real (QPCR), Nested-PCR e PCR
convencional para a detec¢éo de C. gloeosporioides

Conidios mL™

1x10’ 1x10°  1x10°  1x10* 1x10®° 1x10®*  1x10!

gPCR (Valores de Cy)? 19.77 2245 2512 2894 3022 33.01 >44°

Nested-PCR

PCR convencional

4Cr — “Cycle Threshold”. Os valores representam a média de trés repeticoes
® >44 — Indica um resultado negativo por néo ocorrer amplificagio do DNA até o Gltimo ciclo avaliado (ciclo 44)
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3.3.3 Sensibilidade e eficiéncia dos iniciadores e sondas TagMan® utilizados
para a PCR em tempo real e PCR multiplex em tempo real

A curva padrdo para a quantificacdo do DNA de C. acutatum foi obtida
baseando-se em trés repeticdbes de cada diluicdo seriada do DNA extraido do
isolado LFN-1 de C. acutatum. A correlacéo entre os valores de Ct e os valores em
log das diferentes concentracdes do DNA foram lineares (y= -3.714x + 17.972, R? =
0,999) proporcionando deteccédo limite de 25 fg de DNA do patégeno alvo (Figura
3.1). A eficiéncia dos iniciadores e sondas desenvolvidos para C. acutatum
ultrapassou os 99% ao longo das seis ordens de magnitude da concentracdo do

fungo (Figura 3.1).
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Figura 3.1 - Curva padréo para a quantificacdo do DNA por meio da PCR em tempo real utilizando os
iniciadores e sondas especificos para detec¢do de C. acutatum e C. gloeosporioides

Da mesma forma que para C. acutatum, a curva padréo para a quantificacao
do DNA de C. gloeosporioides foi obtida baseando-se em trés repeticdes de cada
diluicho seriada do DNA extraido do isolado LFN-22 (C. gloeosporioides) e a
correlacdo entre os valores de Ct e os valores em log das diferentes concentracoes
do DNA foram lineares (y= -3.3068x + 16.246, R? = 0,999). Isso permitiu a detec¢éo

limite de 2,5 fg de DNA do patdgeno alvo (Figura 3.1). A eficiéncia dos iniciadores e
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sondas desenvolvidas para C. gloeosporioides ultrapassou 98% ao longo das sete
ordens de magnitude da concentracdo do DNA do patdgeno (Figura 3.1).

As Tabelas 3.6 e 3.7 apresentam as eficiéncias dos iniciadores e sondas
TagMan® utilizadas para a deteccdo de C. acutatum ou C. gloeosporioides baseada
nas respostas das diferentes concentracbes do DNA alvo, quando submetidas a
presenca ou auséncia do DNA da planta.

A eficiéncia dos iniciadores e sondas foi superior a 99,83 e 98,7%, ao longo
das concentracbes do DNA extraido de cultura pura, para deteccdo de C. acutatum
ou C. gloeosporioides, respectivamente (Figuras 3.6 e 3.7). Quando na presenca do
DNA da planta, a eficiéncia dos iniciadores e sondas obtida ao longo das diferentes
concentracbes de DNA foi acima de 98.99 % para C. acutatum (Figura 3.6) e de
97.88% para C. gloeosporioides (Figura 3.7). A comparagdo dos “slopes” das
equacbes usando ANCOVA néao indicou diferenca significativa (P = 0,90) na
eficiéncia dos iniciadores e sondas utilizados para C. acutatum, bem como nenhuma
diferenca significativa (P = 0,94), na eficiéncia dos iniciadores e sondas utilizados
para C. gloeosporioides, independentemente da presenca ou auséncia do DNA do

hospedeiro.

Tabela 3.6 - Valores de Ciclo “threshold” (C;) de diluicbes seriadas do DNA de C. acutatum
provenientes de cultura pura na presenca e auséncia do DNA de folhas de laranjeira
(Citrus sinensis)

Valores de C?

Quantidade de DNA de C.

Sem DNA da planta Com DNA da planta
acutatum
2,5ng 17.21 £ 0,52 17.83+£0,24
250 pg 20.25+0,62 20.78 £ 0,78
25,0 pg 2455 + 0,82 25.61+ 0,62
2,5 pg 27.84 +0,46 27.63+0,26
250 fg 31.62+0,35 31.93+0,11
Eficiéncia® (%) 99,83 98,99

4 Os valores de Cr representam os valores médios de quatro repetigdes
® Eficiéncia foi determinada por meio da regress&o linear dos valores Cr obtidos nas diferentes concentrages avaliadas
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Tabela 3.7 - Valores de Ciclo “threshold” (Cy) de diluicdes seriadas do DNA de C. gloeosporioides
provenientes de cultura pura na presenca e auséncia do DNA de folhas de laranjeira
(Citrus sinensis)

Valores de C?

Quantidade de DNA de C.

. Sem DNA da planta Com DNA da planta

gloeosporioides

2.5ng 15.24 + 0.52 15.86 £ 0.53

250 pg 18.45+0.73 18.26 £ 0.24

25.0 pg 21.63£0.25 21.87 £0.62

2.5 pg 25.63 + 0.27 25.22 +0.73

250 fg 28.44 £0.14 28.83£0.15
Eficiéncia® (%) 98.7 97.88

% Os valores de Cr representam os valores médios de quatro repeticdes
® Eficiéncia foi determinada por meio da regressao linear dos valores de Cr obtidos nas diferentes concentragdes avaliadas

Os valores de Ct revelaram a especificidade e a alta sensibilidade dos
iniciadores e sondas utilizados nos ensaios conduzidos com a qPCR e gPCR
multiplex para a deteccao de C. acutatum e C. gloeosporioides (Tabela 3.8).

Amostras contendo o DNA individual de C. acutatum ou C. gloeosporioides e
amostras contendo a mistura do DNA de ambos os patégenos foram submetidas a
gPCR, conduzidas com os iniciadores e sondas desenvolvidos para a deteccdo de
C. acutatum. Foi observada amplificacdo do DNA de C. acutatum tanto nas amostras
gue continham a mistura do DNA de ambos os patégenos quanto naquelas amostras
gue continham o DNA individual de C. acutatum. N&o foi obtida amplificacdo das
amostras que continham somente o DNA de C. gloeosporioides. As amostras de
DNA de C. acutatum e as amostras com a mistura de DNA apresentaram valores de
Cr bastante semelhantes, 28.11 e 28.82, respectivamente (Tabela 3.8).

As amostras também foram submetidas a gPCR contendo os iniciadores e
sondas desenvolvidas para a deteccdo de C. gloeosporioides. Foi obtida
amplificagcdo do DNA das amostras contendo o DNA individual de C. gloeosporioides
e naquelas amostras cujo DNA de ambos os patdgenos estavam misturados. As
amostras com o DNA de C. gloeosporioides e as amostras com a mistura de ambos
0os DNA dos patdgenos apresentaram valores de Ct bastante semelhantes, 25.19 e
25.94, respectivamente. Nao foi observado amplificacdo nas amostras que

continham somente o DNA de C. acutatum (Tabela 3.8).
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Tabela 3.8 - Valores de Ciclo “threshold” (Cy) obtidos dos ensaios conduzidos com a gPCR ou
multiplex g-PCR para a detecgdo de C. acutatum e C. gloeosporioides

Valores de Ct da gPCR? Valores de Ct da gPCR multiplex *
Amostra C. acutatum® C. gloeosporioides® C. acutatum® C. gloeosporioidesd
E'Fg'f;osr’o”o'des > 4410 25.19 +0.82 >4410 25.28 +0.12
C. acutatum LFN1 28.11 £0.52 >44+0 28.35+0.64 >44+0
LFN1 + LFN17 28.82 +0.39 25.94 +0.48 27.89+£0.12 25.57 £0.37
Controle negativo >44+0 >44+0 >44+0 >44+0

@ Os valores de Cr representam os valores médios de quatro repetigdes + Erro padrdo
® Cr>44 — Indica um resultado negativo por ndo ocorrer amplificagdo do DNA até o ciclo 44
O Renciy da PG wliands o3 Miadores OLO FLIGLO 6.3 conda GLOFE 1T
As gPCR multiplex foram conduzidos utilizando, em uma mesma reagao,
iniciadores e sondas desenvolvidas para a deteccdo de C. acutatum e C.
gloeosporioides. Foi constatada amplificacdo do DNA em todas as amostras que
continham o DNA dos patdgenos. As amostras contendo somente o DNA de C.
acutatum quando submetidas a gPCR multiplex apresentaram apenas uma curva de
amplificacdo (Figura 3.2) para a detec¢cdo de C. acutatum, proporcionando Ct médio
de 28.35 (Tabela 3.8). Da mesma forma, as amostras contendo apenas o DNA de C.
gloeosporioides apresentaram uma Unica curva de amplificacdo (Figura 3.2) para a
deteccdo de C. gloeosporioides, proporcionando Ct médio de 25.28 (Tabela 3.8).
Naquelas amostras onde foram misturados o DNA de C. acutatum e C.
gloeosporioides foram obtidas duas curvas de amplificagdo (Figura 3.2) para a
deteccdo de C. gloeosporioides e C. acutatum, obtendo-se Cy de 25.57 e 27.89,
respectivamente (Tabela 3.8). As gPCR e gPCR multiplex apresentaram a mesma
sensibilidade, uma vez que ambas as técnicas apresentaram valores de Ct bastante

semelhantes (Tabela 3.8).
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3.3.4 Avaliacédo de distintos métodos de preparo de amostras e de obtenc¢éo do
DNA para a deteccao e quantificacdo de C. acutatum em folhas de citros

Esse ensaio foi conduzido com a finalidade de selecionar o(s) melhor(es)
meétodo(s) de preparo de amostras e obtencdo do DNA. Para isso, o DNA oriundo
das estruturas do patégeno removidas das amostras pelos diferentes métodos de
preparo foi obtido pela Diluicdo, Spot e extracdo do DNA (CTAB e Qiagen) e
posteriormente quantificado pela gPCR.

A andlise dos dados da Diluicdo permite verificar que o congelamento (CO)
foi o método que removeu maior quantidade do patdgeno na superficie das
amostras, uma vez que a quantidade de DNA obtida a partir desse método foi maior
quando comparado a quantidade obtida pelos outros métodos de preparo das
amostras (Tabela 3.9). Diferencas significativas entre os métodos de preparo das
amostras foram verificadas apenas na maior concentracdo do patégeno (1 x 10’
conidios mL™) inoculada nas amostras. Nessa concentracdo o CO foi 0 método que
melhor removeu as estruturas do patégeno da superficie foliar. A LF e a SO néo
diferiram entre si e apresentam eficacia intermediaria para a remocao das estruturas
do fungo. Por outro lado, a AG e AGT foram os métodos menos eficazes para tal
remocao. O DNA obtido pela Diluicdo, por meio do extrato das amostras maceradas,
nao foi amplificado pela gPCR. A Diluicdo apresentou um alto coeficiente de
variacdo (75.82%) ao comparar os distintos métodos de preparo das amostras
(Tabela 3.9).

Observando-se os resultado obtidos no Spot, percebe-se que os métodos da
MA e do CO, nas duas maiores concentracdes de conidios inoculados nas amostras
nao diferiram entre si, porém diferiram dos demais tratamentos. Ambos 0os metodos
de preparo das amostras foram os mais eficazes para remocdo do patdogeno na
superficie ou tecido foliar. O método da LF apresentou eficacia intermediaria e os
meétodos SO, AGT e AG foram os que removeram menor quantidade de estruturas
do fitopatogeno na superficie foliar. O Spot proporcionou alto coeficiente de
variacdo (54.89%) quando comparados aos outros métodos de preparo das

amostras (Tabela 3.9).



Tabela 3.9 - Deteccéo e quantificacdo do DNA de Colletotrichum acutatum em folhas de
laranjeira ‘Péra’ inoculadas artificialmente e submetidas a diferentes
métodos de preparo das amostras e obtencdo do DNA

Tratamento Concentragéo de Valores da concentracéo de DNA® (pg)
in6eulo Diluicdo Spot CTAB Qiagen

MA 10’ ND® 11,4 a° 131,1 a 1379 a
MA 10° ND 469 b 333 b 354 b
MA 10° ND 133 ¢ 8,77 ¢ 8,34 ¢
MA 10° ND 0,36 c 0,87 d 0,61 d
co 10’ 10,4 a 10,9 a 128,8 a 136,3 a
co 10° 1,31 cd 473 Db 333 b 36,3 b
co 10° 0,45 d 0,56 ¢ 9,13 ¢ 8,82 ¢
co 10" 0,26 d 0,42 ¢ 0,61 d 0,65 d
LF 10’ 3,49 b 472 b 322 b 36,7 b
LF 10° 0,64 cd 0,88 c 713 ¢ 6,88 cd
LF 10° 0,32 d 0,65 ¢ 131 d 1,71
LF 10" 0,02 d 0,19 ¢ 0,18 d 0,14 d
SO 10’ 252 b 1,32 ¢ 1,87 d 6,49 cd
SO 10° 0,44 cd 0,68 c 1,11 d 2,35
SO 10° 0,17 d 0,51 c 0,53 d 0,66
SO 10" ND ND ND ND
AGT 10’ 0,76 ¢ 123 ¢ 3,36 d 4,44 d
AGT 10° 0,34 cd 0,42 ¢ 1,34 d 1,18
AGT 10° ND 0,02 c 0,71 d 0,77
AGT 10* ND ND ND ND
AG 10’ 0,09 d 0,35 ¢ 061 d 0,61 d
AG 10° ND 0,04 ¢ 0,03 d 0,06 d
AG 10° ND ND ND ND
AG 10* ND ND ND ND

Controle - ND ND ND ND

C.V (%)° - 75,82 54,9 17,87 11,58

?Os valores representam a média de trés repeticbes

® Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
°ND- Valores ndo determinados pela gPCR

4C.V- Coeficiente de variacao
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Os dois métodos de extracdo do DNA, CTAB e Kit comercial Qiagen,
apresentaram resultados bastante semelhantes (Tabela 3.9). Nesses ensaios, 0s
métodos da MA e CO néo diferiram entre si e foram os mais eficazes para a
remocao das estruturas de C. acutatum da superficie das amostras inoculadas. O
método da LF removeu mais estruturas da superficie foliar do que os métodos da
SO, AGT e AG. Os métodos SO, AGT e AG foram os que deslocaram menos
estruturas do patogeno da superficie foliar (Tabela 3.9).

Os métodos da MA, CO e LF proporcionaram amplificacdo de todas as
amostras analisadas, independente da concentragcdo de indculo utilizada na
inoculacdo, apresentando dessa forma a mesma sensibilidade na deteccdo do

fitopatdgeno (Tabela 3.9).

3.3.5 Sensibilidade de métodos de obtencdo do DNA

A Tabela 3.10 apresenta os resultados da deteccdo de C. acutatum em
amostras submetidas aos trés distintos métodos de obtencdo do DNA. Ao
compararmos o0s resultados da deteccdo entre os trés métodos de obtencdo do
DNA, nota-se que a extracdo do DNA e o Spot tiveram 0 mesmo limite de detecc¢éo
de C. acutatum, sendo 10 vezes mais sensiveis que o método da Diluicdo. Extracao
do DNA e Spot tiveram a deteccdo limite na diluicho das amostras 1:10000,
enquanto que o método da Diluicdo teve a deteccdo limite na diluicdo das amostras
1:1000. O método da DiluicAo ndo conseguiu detectar o DNA do patdgeno nas
menores diluicbes das amostras testadas (1:1 e 1:10, v:iv) (Tabela 3.10),
provavelmente devido alta concentracéo de inibidores da gPCR.

Os resultados referentes a deteccdo de C. gloeosporioides em amostras
submetidas os trés tratamentos para obtencdo do DNA estdo apresentados na
Tabela 3.11. Observou-se que dentre os trés métodos de obtencdo do DNA, a
Extracdo do DNA e Spot foram os mais sensiveis para detectar C. gloeosporioides
nas amostras analisadas. Ambos os métodos foram 100 vezes mais sensiveis que o
método da Diluicdo, apresentando deteccao limite na diluicdo 1: 100000. No método
da Diluicdo somente foi obtida amplificacdo do DNA nas amostras cujas diluigcbes
foram de 1: 100 e 1: 1000. Assim como observado nas amostras de C. acutatum,
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nas duas menores diluicbes testadas (1. 1, 1: 10; v: v) ndo foi observada a
amplificacédo do DNA (Tabela 11).

Tabela 3.10 - Comparagdo da sensibilidade entre os métodos da diluigédo, spot e extracdo do DNA
(CTAB) para a deteccéo, pela qPCR, de C. acutatum em diluicbes seriadas preparadas
a partir de extrato de folhas inoculadas com esse patégeno

Diluicdes Diluicdo Spot CTAB
1:1° >44 +0° 26.18 +1.72% 24.72 +0.41
1:10 >44+0 28.66 + 1.22 26.34 +0.38
1: 100 31.71+2.13 30.33+1.16 27.51+0.22
1: 1000 33.59 +1.97 32.84+0.95 31.52+0.72
1: 10000 >44+0 34.11+1.44 32.76 £ 0.52
1: 100000 >44+0 >44+0 >44+0
1: 1000000 >44+0 >44+0 >44+0

# Os valores representam a média do C; de trés repeticdes + Erro padréo
P Extratos de amostras inoculadas: Extrato de amostras sadias
¢ Cr>44 - Indica um resultado negativo por ndo ocorrer amplificacdo do DNA até o ciclo 44

Tabela 3.11 - Comparagdo da sensibilidade entre os métodos da dilui¢céo, spot e extragdo do DNA
(CTAB) para a deteccéo, pela gPCR, de C. gloeosporioides em diluicbes seriadas
preparadas a partir de extrato de folhas inoculadas com esse patdégeno

Diluicbes Diluicéo Spot CTAB
1:1° > 44 +0° 25.85+1.12° 23.06 £ 0.33
1:10 >44+0 27.39+0.35 25.32 +0.64
1: 100 29.64 +£1.86 29.40 £ 0.86 26.73+0.11
1: 1000 33.81+1.47 30.73+1.37 28.36 + 0.96
1: 10000 >44+0 32.03+1.84 31.28 + 0.63
1: 100000 >44+0 34.67 + 0.67 33.56 + 0.47
1: 1000000 >44+£0 >44+£0 >44+0

# Os valores representam a média do Cr de trés repeticdes + Erro padrao
® Extratos de amostras inoculadas: Extrato de amostras sadias
¢ Cr>44 - Indica um resultado negativo por ndo ocorrer amplificagdo do DNA até o ciclo 44

3.3.6 Avaliacdo e validagcdo de métodos para a detecgcdo de C. acutatum e C.

gloeosporioides

A Figura 3.3 ilustra o numero folhas que sdo verdadeiramente positivas,
verdadeiramente negativas, falsas positivas e falsas negativas ao se analisarem 227

folhas de laranjeira 'Valéncia', por meio de diferentes métodos para a deteccéo de C.
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acutatum. Das 227 folhas analisadas, 156 continham o patdgeno, indicando assim

uma prevaléncia de 68,7%.

&

Verdadeiro
positivo

Falso
positivo

Falso
negativo

Verdadeiro
negativo

Folhas Folhas Total de
inoculadas sadias folhas
analisadas
Di-gPCR SP-qPCR
+ g + =
+ | 131 8 + | 145 2
_| 25 63 = 11 69
156 71 | 227 156 71 | 227
CTAB-qPCR Qiagen-qPCR
+ - + -
% 154 9 + | 155 11
& 2 62 o 1 60
156 71 227 156 71 227

Figura 3.3 — Comparacdo entre Diluicdo-PCR em tempo real (Di-gPCR), Spot-PCR em tempo real
(Sp-gPCR), CTAB-PCR em tempo real (CTAB-qPCR) e Qiagen-PCR em tempo real

(Qiagen-gPCR) para a deteccéo C. acutatum em folhas de laranjeira 'Valencia'

Os valores da sensibilidade, especificidade, falso positivo e falso negativo

obtidos pelos distintos métodos de deteccédo de C. acutatum estdo apresentados na
Tabela 3.12. Nota-se que os métodos CTAB-PCR em tempo real (CTAB-gPCR) e

Qiagen-PCR em tempo real (Qiagen-gPCR) apresentaram alta sensibilidade, com

resultados melhores que os demais métodos avaliados, detectando 99,3 e 98,7%
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das amostras inoculadas com o patégeno. CTAB-gPCR e Qiagen-qgPCR
proporcionaram as menores porcentagens de falsos negativos, 0,7 e 0,5%,
12,6 e 15,4%,

respectivamente. Sp-qPCR também apresentou alta sensibilidade na detec¢éo de C.

respectivamente, e alta porcentagem de falsos positivos,
acutatum (92,9%). Esse meétodo apresentou 2,8% e 7% de falsos positivos e
negativos, respectivamente. A Di-qPCR foi o método menos sensivel para detectar o
patdgeno nas amostras (83,9%). Nesse método foram obtidos 11,2% e 16% de
falsos positivos e negativos, respectivamente. Sp-gPCR foi o método mais
especifico, identificando 97,1% das amostras nao inoculadas e apresentando a
baixa frequéncia de falsos positivos (2 em 227) (Tabela 3.12 e Figura 3.3). Os
métodos Di-gPCR, CTAB-gPCR e Qiagen-gPCR apresentaram especificidade
semelhante, sendo detectadas 88.7%, 84,5% e 87,3% das amostras negativas,

respectivamente (Tabela 3.12).

Tabela 3.12 - Sensibilidade, especificidade, falsos positivos e falsos negativos obtidos dos diferentes
métodos para deteccdo de C. acutatum em folhas de citros

Método de detecgéo Sensibilidade Especificidade Falso positivo Falso negativo
Di-gPCR ? 0.839 +0.031° 0.887 £ 0.024 0.112 £ 0.021 0.160 £ 0.243
Sp—qPCRb 0.929 £ 0.017 0.971 £ 0.011 0.028 £ 0.012 0.070 = 0.007

CTAB-qPCR® 0.993 + 0.005 0.845 +0.024 0.126 + 0.022 0.012 £ 0.007
Qiagen-qPCRd 0.987 £ 0.008 0.873 £ 0.022 0.154 + 0.024 0.006 = 0.005

Di-gPCR: Diluigdo-PCR em tempo real

® Sp-gPCR: Spot-PCR em tempo real
°CTAB-gPCR: CTAB-PCR em tempo real

4 Qiagen-gPCR: Qiagen-PCR em tempo real
®Valores de Cr + Erro padrdo

A Figura 3.4 apresenta os resultados comparativos entre as técnicas Spot-
PCR multiplex em tempo real (Sp-gPCR multiplex) e a CTAB-PCR multiplex em
tempo real multiplex (CTAB-gPCR multiplex) em trés distintas populac¢des de folhas
analisadas, cada uma proveniente de um pomar comercial. Independente da
populacdo analisada, os resultados coincidentes variaram entre 96,91% e 98,23%
para deteccdo de C. acutatum e entre 93,92% e 97,03% para deteccdo de C.

gloeosporioides (Figura 3.4).
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Populagdo 1 Populagdo 2
CA cG CA cG
CTAB-gPCR multiplex CTAB-gPCR multiplex CTAB-gPCR multiplex CTAB-gPCR multiplex
+ 5 + ) + . * .
x x
s 4 3 3
£+ 61 0 g+ M 1 s*| 176 2 st 1M 0
5 ] = =
E £ 5 =
b i E E
O O o 14
- 4 35 - 6 22 9 - 5 95 9 - 7 160
& & v 4
o 2 & &
100 100 278 278
Populagéo 3 Total
CA ce cA G
CTAB-gPCR multiplex CTAB-gPCR multiplex CIAD APt motpre CTAB-qPCR multiplex
3 — : 5 — : x 3
-3 s 2 £
S+| 138 | 1 S+| 160 | 2 eh| <= | 8 g+ 342 | 3
E £ E E
.| 3 73 .| @ 46 ¥-| 12 | 203 go| 17 | 228
&
2] ] 2] «
212 212 590 590
Populacéo 1 Populagéo 2 Populagéo 3 Total
Estimativas CA¢ cG¢ CA CcG CA CcG CA CcG
Resultados coincidentes? (%) 96,91 93,92 97,55 97,03 98,23 96,69 97,71 96,98
indice Kappa de cohen® 0,91+0,09 0,81+0,09 0,94+0,06 0,95%0,05 0,95+0,07 0,92+0,06 0,94+0,04 0,93+0,04

Figura 3.4 - Comparacdes e andlises de concordancia entre Spot-PCR multiplex em tempo real (Sp-
gPCR multiplex) e CTAB-PCR multiplex em tempo real (CTAB-gPCR multiplex) para a
deteccdo de C. acutatum e C. gloeosporioides em trés populagbes de amostras.
®Percentagem de resultados com diagnostico coincidentes por ambas as técnicas
dividido pelo niumero de plantas analisadas; ®Indice Kappa + desvio padrio; ‘CA: C.
acutatum; ‘CG: C. gloeosporioides

O indice Kappa revelou alta concordancia (LANDIS; KOCH, 1977) entre as
técnicas, nas trés populacdes analisadas. Esse indice variou de 0,91 a 0,95 para a
deteccdo de C. acutatum e de 0,81 a 0,95 para a deteccédo de C. gloeosporioides
(Figura 3.4). Analisando os resultados conjuntos das trés populacdes, pode-se
constatar que apenas 0,5% das amostras foram positivas somente para a Sp-qPCR
multiplex, tanto para a detec¢do de C. acutatum quanto para a deteccao de C.
gloeosporioides. Entretanto, 2% e 2.8% das amostras foram positivas para a
deteccado de C. acutatum e C. gloeosporioides, respectivamente, somente na CTAB-
gPCR multiplex (Figura 3.4).

Os resultados referentes a comparacao dos dois métodos de diagnose, Di-
gPCR multiplex e a CTAB-qPCR multiplex, utilizados para analisar as trés diferentes

populacdes estdo apresentadas na Figura 3.5.
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Populagdo 1 Populagdo 2
CA G CA CcG
CTAB-qPCR CTAB-gPCR CTAB-gPCR CTAB-gPCR
+ s + B + x + .
3 % 3 3
£t| 53 0 2t| 62 0 £+ 154 0 s*| o3 2
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CTAB-gPCR CTAB-gPCR CTAB-gPCR CTAB-gPCR
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3 x « "
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E F 3 3
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9 3 o o
g % | 73 -] 19 | 48 g -| e | 205 €-| so | 220
o = Y ¥
a a a
212 212 500 590
Populagéo 1 Populagéo 2 Populagéo 3 Total
Estimativas CA® cG? CA cG CA CG CA cG
Resultados coincidentes? (%) 90,76 90,25 92,54 88,78 89,89 94,21 91,29 91,34
0,75+0,09 0,65+ 0,09 0,79+0,06 0,79+0,06 0,74+0,06 0,77 +0,07 0,77+0,04 0,79 +0,04

indice Kappa de cohen®

Figura 3.5 - Comparacdes e andlises de concordancia entre Diluicdo-PCR multiplex em tempo real
(Di-gPCR multiplex) e CTAB-PCR multiplex em tempo real (CTAB-qPCR multiplex) para
a deteccdo de C. acutatum e C.gloeosporioides em trés populacbes de amostras.
®Percentagem de resultados com diagnostico coincidentes por ambas as técnicas
dividido pelo ndmero de plantas analisadas; *Indice Kappa * desvio padrdo; ‘CA:
Colletotrichum acutatum; “CG: Colletotrichum gloeosporioides

Baixa concordancia foi observada entre os dois métodos de diagndstico
analisados. O indice Kappa variou entre 0,54 e 0,59 para a deteccao de C. acutatum
e de 0,54 a 0,60 para a deteccdo de C. gloeosporioides (Figura 3.5). Embora as
técnicas tenham apresentado baixa concordancia, também apresentaram resultados

coincidentes razoaveis. Esses valores variaram de 81,76% a 83,84% e de 75,64% a

87,5% para a deteccdo de C. acutatum e C. gloeosporioides, respectivamente. A

analise conjunta das populacfes revelaram que 10% e 11% das amostras foram
positivas por CTAB-gPCR multiplex, mas n&o pela Di-g°PCR multiplex, para a

deteccdo de C. gloeosporioides e C. acutatum, respectivamente. Por outro lado,

0,17% e 0,33 % das amostras analisadas foram positivas somente pela Di-gPCR

multiplex, para a deteccdo de C. acutatum e C. gloeosporioides, respectivamente

(Figura 3.5).
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3.7 Monitoramento quantitativo de C. acutatum e C. gloeosporioides em folhas
de citros em pomares de laranjeira no Estado de Sao Paulo

A quantidade média mensal do DNA de C. acutatum e C. gloeosporioides
presentes nas amostras provenientes de pomares localizados na regido de Barretos
ou Santa Cruz do Rio Pardo é mostrada nas Figuras 3.6, 3.7, 3.8 e 3.9.

Os resultados plotados na Figura 3.6 ilustram a quantidade média de DNA
de C. acutatum obtida nas amostras oriundas da area experimental localizada na
regido de Barretos e a precipitacdo registrada nessa mesma area entre julho de
2012 e julho de 2013. A principio, constata-se variacdo consideravel nas
quantidades de DNA obtidas nas amostras analisadas no decorrer do periodo de
avaliacdo, tanto para as amostras coletadas no interior quanto na periferia da copa
das plantas. Percebe-se que a quantidade de DNA de C. acutatum presentes nas
amostras foi menor entre julho e novembro de 2012, seguido de aumento entre
dezembro de 2012 e marco de 2013 e um declinio a partir de abril de 2013.
Diferenga significativa na quantidade de DNA das amostras oriundas no interior e
periferia da copa foram observadas entre julho e novembro de 2012 e de abril a julho
de 2013 (P < 0.05). Houve expressiva variacdo de precipitacdo mensal no periodo
de avaliacdo do ensaio, de modo que foram registrados baixos volumes de chuvas
de julho a novembro de 2012 e entre abril e julho de 2013 (Figura 3.6). Também
foram registradas diferencas na temperatura e na quantidade de dias com chuvas
(DCCH) no periodo de avaliacdo dos ensaio. A temperatura média mensal variou de
18.4 °C a 26.3 °C durante a conducéo do ensaio, sendo constatadas temperaturas
mais amenas de julho a setembro de 2012 e de abril a julho de 2013, com
temperaturas mais elevadas entre outubro de 2012 e maio de 2013 (Figura 3.10).
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Figura 3.6 - Quantidade média do DNA (QMD) de Colletotrichum acutatum presentes em folhas de
laranjeira “Valencia’, localizadas no interior e periferia da copa, e precipitacdo média
mensal registradas na area experimental de Barretos-SP entre julho de 2012 e julho de
2013

A Figura 3.7 mostra os resultados para a quantidade média do DNA de C.
gloeosporioides obtido por meio das analises mensais das amostras coletadas no
interior e na periferia da copa de laranjeira “Péra e a precipitacdo média mensal
entre julho de 2012 e julho de 2013, no ensaio conduzido na regido de Barretos.
Observou-se uma consideravel variacdo na quantidade do DNA de C.
gloeosporioides oriundo das amostras analisadas entre esse periodo de avaliagdo. A
quantidade de DNA de C. gloeosporioides presente nas amostras, tanto no interior
guanto na periferia da planta, foi menor de julho a novembro de 2012 e de abril a
julho de 2013, quando comparadas a elevada quantidade de DNA do patégeno
presente nas amostras entre dezembro de 2012 e margo de 2013. Ao analisarmos
os resultados em distintos periodos notou-se diferenca significativa (P < 0.05), de
julho a novembro de 2012 e abril a julho de 2013 entre as amostras coletadas no
interior e na periferia da copa da planta. Nao foi observada diferenca significativa (P
= 0.086) entre a quantidade de DNA do patdogeno nas amostras coletadas no interior

e na periferia da planta de dezembro de 2012 a fevereiro de 2013 (Figura 3.7). A
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variagdo pluviométrica apresentada na Figura 3.10 € a mesma ilustrada na Figura
3.6 e ja discutida anteriormente.
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Figura 3.7 - Quantidade média do DNA (QMD) de Colletotrichum gloeosporioides presentes em folhas
de laranjeira "Valencia’, localizadas no interior e periferia da copa, e precipitacdo média
mensal registradas na area experimental de Barretos-SP entre julho de 2012 e julho de
2013

A quantidade média do DNA de C. acutatum presente nas amostras
analisadas e a precipitacdo mensal registrada entre julho de 2012 e julho de 2013 na
area experimental de Santa Cruz do Rio Pardo séo apresentadas na Figura 3.8.

Verificou-se que ocorreu variacdo na quantidade do DNA de C. acutatum
entre os meses avaliados. A quantidade de DNA do patégeno presente nas
amostras coletadas de julho a novembro de 2012 foi consideravelmente menor que
as amostras coletadas de dezembro de 2012 a julho de 2013. Foi observada
diferenca significativa (P < 0.05) entre a quantidade de DNA do patégeno nas
amostras coletadas no interior e na periferia da copa da planta de julho a novembro
de 2012. A precipitacdo mensal variou consideravelmente durante o periodo do
ensaio conduzido (Figura 3.8). Observou-se baixo volume de chuvas entre julho e
novembro de 2012 e abril e julho de 2013, sendo registrados indices pluviométricos
abaixo de 90 mm. Volume de chuva mediano foi registrado em maio e junho de 2013
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e alto indice pluviométrico entre dezembro de 2012 e margo de 2013. A temperatura
média mensal variou de 16.8 °C a 25.5 °C entre o periodo de avaliacdo do
experimento. Em relacdo a quantidade de dias com chuvas (DCCH) foi constatada
frequéncia acima de 10 dias em julho de 2012 e entre dezembro de 2012 e julho de
2013 (Figura 3.10).
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Figura 3.8 - Quantidade média do DNA (QMD) de Colletotrichum acutatum presentes em folhas de
laranjeira 'Valencia', localizadas no interior e periferia da copa, e precipitacdo média
mensal registradas na area experimental de Santa Cruz do Rio Pardo-SP entre julho de
2012 e julho de 2013

Na figura 3.9 encontram-se plotados os resultados referentes a quantidade
média do DNA de C. gloeosporioides presente nas amostras analisadas e a
precipitacdo mensal, registradas entre julho de 2012 e julho de 2013, na area
experimental de Santa Cruz do Rio Pardo. Observa-se que a quantidade do DNA de
C. gloeosporioides presente nas amostras variou consideravelmente entre 0s meses

avaliados.
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Figura 3.9 - Quantidade média do DNA (QMD) de Colletotrichum gloeosporioides presentes em folhas
de laranjeira 'Valencia’, localizadas no interior e periferia da copa, e precipitagdo média
mensal registradas na area experimental de Santa Cruz do Rio Pardo-SP entre julho de
2012 e julho de 2013

Nota-se menor quantidade do DNA do patégeno de julho a novembro de
2012 tanto nas amostras coletadas no interior quanto na periferia da copa da planta.
Quantidade superior do DNA do patégeno foi constada nas amostras coletadas de
dezembro de 2012 a julho de 2013. Somente foi possivel constatar diferenca
significativa (P < 0.05) entre a quantidade de DNA obtida de amostras coletadas no
interior e na periferia da copa da planta no periodo de julho a novembro de 2012
(Figura 3.9).
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Figura 3.10 - Precipitagdo média mensal e temperatura média mensal, registradas entre os meses de
julho de 2012 e julho de 2013, nas é&reas localizadas em Barretos e Santa Cruz do Rio
Pardo, ambas localizadas no Estado de Sao Paulo

3.4 Discussao

Para melhor compreensdo da dinamica populacional e a presenca
assintomatica de C. acutatum e C. gloeosporioides em folhas de citros, métodos de
deteccdo quantitativos, sensiveis e especificos sdo necesséarios para detectar e
guantificar os patdégenos diretamente em materiais vegetais.

Na busca desses meétodos, iniciadores e sondas TagMan® tiveram sua
sensibilidade e especificidade avaliadas.

A especificidade foi determinada pela avaliacdo de 16 isolados de C.
acutatum e 9 isolados de C. gloeosporioides, além de outras espécies de
Colletotrichum e outros fungos frequentemente associadas as plantas citricas. Os
isolados de C. acutatum e C. gloeosporioides utilizados no ensaio foram
provenientes de diferentes regides produtoras de citricos. Segundo Tooley et al.
(2006), a utilizacdo de isolados provenientes de distintas regibes, confere maior

seguranca aos resultados referentes a especificidade dos iniciadores e sondas
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(TOOLEY et al.,, 2006). Nesse sentido, o presente trabalho constatou que
independente da origem dos isolados, os iniciadores e sondas foram capazes de
detectar somente os isolados de C acutatum ou C. gloeosporioides. Essa
constatacdo demonstra que os iniciadores e as sondas utilizadas na gPCR foram
altamente especificos a deteccao dos agentes causais da PFC.

A PCR em tempo real, especifica para a deteccdo de C. acutatum, mostrou
ser 1000 e 10000 vezes mais sensivel que a Nested-PCR e PCR convencional,
respectivamente. Por outro lado, a gPCR especifica para a deteccdo de C.
gloeosporioides foi 100 e 1000 vezes mais sensivel que a Nested-PCR e PCR
convencional, respectivamente. Embora sejam notadas essas diferencas entre a
sensibilidade das técnicas, ambas as gPCR apresentam a mesma sensibilidade por
proporcionarem a deteccdo dos patdgenos até a concentracdo de 1 x 10? conidios
mL™. Considerando que para a extracdo do DNA foram utilizados 100 pL de cada
suspensao de conidios analisadas, pode-se estimar que a deteccéo limite de ambas
as gPCR desenvolvidas para a deteccdo de C. acutatum e C. gloeosporioides foi de
10 esporos. A diferenca de sensibilidade entre essas técnicas esta muito bem
relatada por inumeros trabalhos (CULLEN, et al., 2001; LEES, et al. 2002;
EDWARDS, et al. 2007; VAN GENT-PELZER, et al., 2007; GARRIDO et al, 2009).
Garrido et al. (2009), avaliaram distintas técnicas para a deteccdo de C. acutatum
em folhas de morangueiro utilizando os mesmos iniciadores e sondas empregados
nesse trabalho. Os autores constataram que a gPCR desenvolvida por eles foi 100
vezes mais sensivel que a PCR convencional para a deteccao do fitopatégeno. No
presente estudo, a sensibilidade para a deteccdo do fitopatégeno foi maior que a
encontrada no trabalho de Garrido et al. (2009). Esse fato corrobora a ideia de que a
gPCR desenvolvida foi altamente sensivel para a deteccéo de C. acutatum.

As gPCR desenvolvidas foram altamente sensiveis, com os limites de
deteccédo tdo baixo quanto a 25 fg de DNA de C. acutatum, 2.5 fg de DNA de C.
gloeosporioides e 10 esporos de cada espécie. Esses limiares de deteccdo sé&o
menores que 25 conidios ou 50 fg de DNA de C. acutatum encontrados no trabalho
de Debode et al. (2009) para deteccéo desse patégeno em folhas de morangueiro e
6.2 pg de DNA de C. coccodes descritos no trabalho de Cullen et al. (2002), para
deteccdo do patdgeno em tubérculos de batata e semelhante aos 20 fg de DNA de
C. acutatum relatados no trabalho de Samuelian et al. (2011) para a deteccdo do

patdogeno em uvas. Varios trabalhos, conduzidos para a deteccao de outras espécies



106

fungicas, também corroboram com os resultados de sensibilidade obtidos nesse
trabalho (GAO et al., 2004; HAYDE et al., 2004; ATALLAH; STEVENSON, 2006;
TOOLEY et al., 2006; NICOLAISEN et al., 2009; SAMUELIAN, et al., 2011).

Muitos constituintes presentes no tecido foliar de plantas podem agir inibindo
a amplificacédo da PCR (THEMIS; MICHAILIDES, 2007; SCHARADER et al., 2012).
Esses inibidores geralmente exercem seus efeitos por meio da interacéo direta com
o DNA ou pela interferéncia da DNA polimerase, bloqueando a sua atividade. Para
determinar o efeito inibitério das substancias presentes numa preparacdo de acido
nucleico, tem sido sugerido o uso de controle na PCR. Isto é especialmente
necessario para excluir os resultados falso negativos, que podem levar a inibicao
total da PCR, mesmo na presenca da sequéncia alvo (TOOLEY et al., 2006).
Considerando esses aspectos, esse trabalho buscou avaliar a influéncia do DNA da
planta na amplificacdo do DNA dos patdgenos alvos em reacbes de gPCR. Os
resultados dessas analises demonstraram que a presenca do DNA da planta nédo
alterou a sensibilidade da gPCR para deteccdo dos patégenos em estudo. Os
reagentes da extracdo com o cloroférmio e polivinilpirrolidona (PVP) podem ter
eliminado grande parte dos inibidores (SCHRADE et al, 2012; DEMEKE; JEKINS,
2010). Mumford et al., (2000) ressalta em seu trabalho que a PCR em tempo real é
geralmente menos influenciada por inibidores.

Embora a PCR multiplex em tempo real seja um método promissor para a
deteccdo e quantificacdo de fitopatdbgenos, por apresentar inUmeras vantagens em
relacdo as demais técnicas moleculares, muitos fatores devem ser levados em
consideracdo para o0 estabelecimento de um método eficiente e de alta
reprodutibilidade (KLEIN et al., 2000; MARKOULATOS; SIAFAKAS; MONCANY,
2002; TOOLOY et al., 2006; ATALLAH et al., 2007; ELNIFRO et al., 2009; SMITH;
OSBORN, 2009). Os diferentes iniciadores e sondas, numa mesma reagéo, nao
devem interagir entre si e os amplicons devem compartilhar os reagentes
disponiveis, tais como iniciadores, DNA polimerase e nucleotideos, sem que ocorra
reducdo na eficiéncia da reacdo. As concentracfes de iniciadores devem ser
otimizadas para permitir amplificacdo de varios alvos na mesma reacdo. Tambéem
requer cuidadosa escolha dos corantes fluorescentes e “quencher” correspondentes
para que ndo ocorra sobreposicdo espectral entre os fluoréforos das sondas
marcadas (WITTWER et al., 2001; MARKOULATOS; SIAFAKAS; MONCANY, 2002).

Neste trabalho todos os fatores acima mencionados foram levados em consideragéo
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para iniciar o desenvolvimento da PCR multiplex em tempo real. As sondas foram
marcadas com o fluoréforo FAM ou VIC, por apresentarem diferentes comprimentos
espectrais, evitando a sobreposicdo entre eles. Os iniciadores, sondas e 0s
reagentes para a conducao da gPCR multiplex foram ajustados para conducéo dos
ensaios. Foi observado que tanto as amostras analisadas pela gPCR quanto as
amostras analisadas pela gPCR multiplex apresentaram valores de C; bastante
semelhantes e sem diferencas significativas entre elas, demonstrando que a gPCR
multiplex foi bem ajustada para a deteccdo e quantificacdo de C. acutatum e C.
gloeosporioides.

Métodos de preparo das amostras e de obtencdo do DNA foram avaliados
para detectar e quantificar C. acutatum em folhas de citros. A maceragéo do tecido
foliar e o congelamento foram os métodos de preparo das amostras que melhor
permitiram a remocdo de C. acutatum na superficie foliar. Tradicionalmente, a
quantificacdo dos microrganismos no tecido vegetal tem sido feita a partir do DNA de
extratos produzidos pela maceracdo das amostras (ATALLAH, et al, 2007). A
maceracdo proporciona a quantificacdo do patdgeno tanto no interior do tecido
quanto na superficie foliar. Por outro lado, o congelamento quantifica somente os
microrganismos na superficie foliar. Esse método tem como principio a remocéo total
dos microrganismos aderidos a superficie foliar por meio da remoc¢édo da camada de
cera dessa superficie (HEUSER; ZIMMER, 2002). Este procedimento de remocao da
camada de cera da superficie foliar foi descrita pela primeira vez por Ensikat et al.
(2000), melhorada por Jetter, Schaffer e Riederer (2000) e adaptada por Heuser e
Zimmer (2002). Heuser e Zimmer (2002) utilizaram esse método para a remocao e
identificacdo de fungos fitopatogénicos associadas a superficie de folhas de arvores
de carvalho e constataram que esse procedimento permitiu remover, identificar e
quantificar todas as estruturas fungicas aderidas a superficie foliar. Essas
observacdes obtidas por Heuser e Zimmer (2002) corroboram os resultados obtidos
nesse trabalho. Como o método da maceracdo ndo diferiu do método do
congelamento, tudo indica que o ultimo método removeu todas as estruturas de C.
acutatum da superficie da folha. Waculicz-Andrade (2009) estudando a variabilidade
genética de fungos endofiticos em folhas de laranjeira ‘Valencia’, oriundas de
pomares com relatos da PFC, constatou que C. gloeosporioides era um endéfito
muito frequente nas folhas citricas. Dessa forma, outra vantagem do método do

congelamento é que ele desloca apenas as estruturas do patdogeno aderidas a
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superficie foliar, ndo sendo capaz de remover os endofitos da folha. Diante dessas
informacdes e, sabendo que os enddfitos poderiam interferir nos resultados deste
trabalho, o método do Congelamento foi o adotado para o processamento das
amostras nos ensaios de monitoramento do patégeno no campo. O método da
lavagem foliar apresentou resultados intermediarios na remocao do patégeno na
superficie foliar, ndo sendo portanto, um método eficiente para ser utilizado na
guantificacdo do patogeno. A literatura especializada aponta outros métodos, tais
como a sonicacdo, agitacdo com Tween 20 e agitacdo, como eficazes para o
deslocamento das estruturas flngicas na superficie foliar (PEREZ-HERNANDEZ et
al., 2008). Contudo, no presente trabalho, devido a baixa capacidade de
guantificacdo de C. acutatum na superficie das folhas, esses métodos ndo se
revelaram eficazes.

No que diz respeito aos métodos para a obtencdo de DNA, verifica-se que
os tradicionalmente utilizados, como CTAB e Qiagen, foram 0s que propiciaram
melhor quantificacdo do DNA do patdgeno. Isso por apresentarem menor variacao
entre os resultados (C.V = 11,58), garantindo assim maior reprodutibilidade dos
ensaios. Por outro lado, os métodos Spot e Diluigdo, além de proporcionarem menor
guantidade de DNA, apresentaram alta variabilidade entre os resultados,
demonstrando que ndo séo eficazes quando se deseja quantificar C. acutatum na
superficie foliar. De fato, o Spot ndo foi eficaz para quantificacdo do DNA; no
entanto, sua sensibilidade de deteccao foi semelhante aos métodos CTAB e Qiagen,
indicando que esses métodos tém a mesma eficacia para deteccédo do patdgeno. Os
resultados obtidos nos ensaios com diluicdes seriadas do extrato vegetal a partir de
folhas inoculadas com o patégeno indicaram que a extracdo de DNA (CTAB) e Spot
apresentaram alta sensibilidade de deteccao, sendo que ambos foram capazes de
detectar C. acutatum ou C. gloeosporioides numa diluicdo de até 10000 e 100000
vezes, respectivamente.

Os métodos da Diluicdo, Spot e extracdo do DNA (CTAB e/ou Qiagen) foram
avaliados para validar o melhor método de detecgdo das amostras contendo C.
acutatum e C. gloeosporioides. Para isso diferentes parametros foram determinados,
tais como: sensibilidade, especificidade, falsos positivos, falsos negativos,
coincidéncia e indice Kappa. Baseados nos resultados desses parametros foi
observado que a Di-gPCR foi o método que apresentou menor sensibilidade,

especificidade e o maior numero de falsos negativos, sendo, portanto, ineficaz para
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a deteccdo dos patdgenos. O Sp-gPCR apresentou sensibilidade semelhante aos
métodos CTAB-qPCR e Qiagen-gPCR, além de apresentar maior especificidade e
menor percentagem de falsos negativos. O indice Kappa compara duas técnicas
entre si e revela o quanto uma técnica é similar da outra. Considerando isso, e
sabendo que a extracdo do DNA é a técnica usualmente estabelecida para a
deteccdo de fitopatdgenos, esse método (CTAB-qPCR) foi comparado com a Di-
gPCR e Sp-gPCR. Alta similaridade (indice kappa acima de 0,81) foi observada
entre a DNA-gPCR e Spot-gPCR e elevada percentagem (acima de 90,78%) dos
resultados coincidentes foi observada. Segundo Landis e Koch (1977), indice Kappa
acima de 0,80 indica que uma técnica é altamente similar a outra, de modo que
ambas podem ser usadas para obtencdo de resultados semelhantes. Os principais
laboratoérios preconizam a utilizacdo de dois diferentes métodos para considerar se
uma amostra esta infectada (CAPOTE et al, 2009; GARRIDO, et al., 2009). Métodos
micoldgicos tradicionais (isolamento do patégeno em meio de cultura e identificacdo
por meio de suas estruturas fungicas) e métodos moleculares (PCR convencional)
sao os rotineiramente utilizados para a diagnose do fitopatégeno. No entanto, esses
métodos sdo laboriosos, demorados e menos sensiveis que a DNA-gPCR e Sp-
gPCR. Sp-gPCR pode representar um método alternativo a PCR convencional para
fins de diagnose, por ser um método pouco laborioso, rapido e de elevada
sensibilidade para deteccéo dos fitopatégenos. A principal vantagem deste método é
gue as amostras podem ser imobilizadas em papel Whatman 3 MM ou membrana de
nylon carregada positivamente. Além disso, essas amostras podem ser
armazenadas antes do processamento, a temperatura ambiente ou a temperatura de
-20 °C por 2 anos sem perda de sensibilidade (CAPOTE et al, 2009). Isso permite o
envio de materiais a serem testado para outros laboratérios e o armazenamento das
amostras por longos periodos de tempo.

A area de Barretos apresentou, durante a conducéo do ensaio, precipitacao
média mensal variando de 0 a 64 mm entre julho e novembro de 2012 e de 20 a 88
mm entre abril e julho de 2013. Entre dezembro de 2012 e margco de 2013, a
precipitacdo média mensal variou entre 134 e 173,8 mm, ficando evidente que as
chuvas estdo concentradas em alguns meses do verdo. Na area de Santa Cruz do
Rio Pardo, a precipitacdo média mensal variou de 0,6 a 85,8 mm entre julho e
novembro de 2012 e de 48,4 a 227 mm entre dezembro de 2012 e julho de 2013. O

volume de chuva na area de Santa Cruz do Rio Pardo foi consideravelmente maior
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que a area de Barretos. Maio e junho de 2013, por apresentarem precipitacdo acima
de 100 mm, foram considerados meses atipicos, com chuvas acima do previsto para
esse periodo (ROLIM et al, 2007).

Na area de Barretos, verificou-se, entre julho 2012 e julho de 2013, que a
guantidade de indéculo de C. gloeosporioides e C. acutatum foi semelhante.
Diferentemente, na area de Santa Cruz do Rio Pardo, a quantidade de in6culo de C.
acutatum foi significativamente superior (P < 0.05), sendo em média seis vezes
maior que a quantidade de C. gloeosporioides, demonstrando a prevaléncia de C.
acutatum nessa regiao. A quantidade de inéculo de C. gloeosporioides presente nas
folhas das plantas foi semelhante nas duas areas; entretanto, a quantidade de C.
acutatum nas folhas das plantas localizadas na area de Santa Cruz do Rio Pardo foi
em média 70 vezes superior a quantidade do mesmo patégeno na area de Barretos.

Em ambas as areas observou-se que a quantidade de inéculo foi
influenciada pela precipitagdo e pelo numero de DCCH. Na area de Barretos,
guando houve aumento da precipitacdo e do numero de dias com chuvas ocorreu,
também, aumento significativo na quantidade de DNA dos patégenos nas amostras
analisadas. Essa constatacdo pode ser comprovada observando isoladamente os
meses de fevereiro e margo de 2013. Em fevereiro de 2013 a precipitagdo média foi
de 166 mm, considerada alta para essa regido; no entanto, houve ligeira queda na
guantidade de inoculo dos patdgenos nas folhas. Nesse mesmo més houve queda
significativa no numero de DCCH (8 dias), bem inferior ao més anterior (18 dias). Em
marc¢o ocorreu diminuicdo da precipitacdo e aumento no nimero de DCCH, quando
comparados ao més anterior; no entanto, houve um incremento na quantidade de
in6culo dos patégenos. Fato semelhante foi observado na area de Santa Cruz do
Rio Pardo, onde a quantidade de in6culo aumentou em fungdo do aumento da
precipitacéao e, principalmente, pelo aumento da quantidade DCCH. Maio e junho de
2013 foram considerados meses atipicos nessa regiao por apresentar alto volume de
chuva. Nesses meses, em razdo da regularidade de chuvas, foi notada alta
guantidade de in6culo nessa area. A associacdo do alto indice pluviométrico com a
ocorréncia da PFC foi bem relatada por alguns autores (DENHAM; WALLER, 1981,
AGOSTINI; GOTTWALD; TIMMER 1993; SILVA-JUNIOR, 2011). Silva-Janior (2011),
trabalhando com a PFC nas regifes de Taquarituba-SP e Santa Cruz do Rio Pardo-
SP, observou que as epidemias ocorridas entre 2008 e 2011 eram devidas a

ocorréncia das chuvas associadas ao aumento do periodo de molhamento foliar. O
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mesmo autor verificou que quanto maior o numero de dias com chuvas, maior a
incidéncia da PFC no final do florescimento. Os resultados apresentados aqui
corroboram essa afirmacdo, uma vez que a associacdo entre alto indice
pluviométrico e maior nimero de DCCH acarretou aumento significativo na
quantidade de indéculo presente na superficie foliar. De maneira semelhante,
Agostini, Gottwald e Timmer (1993) relataram que as epidemias de PFC estéo
associadas a alta pluviosidade durante o florescimento. Vale ressaltar que somente
o alto volume de chuvas ndo garante o aumento do indculo na superficie foliar.
Denham e Waller (1981), relataram aumento da doenca quando o periodo de
molhamento foliar era prolongado com pelo menos dois dias de chuvas seguidos.
Em relacdo a quantidade de indculo no interior e na periferia da planta,
ambas as areas apresentaram resultados semelhantes. Na regido de Barretos, nos
periodos de julho a novembro de 2012 e abril a julho de 2013, a quantidade de
in6culo no interior da copa foi significativamente superior (P < 0,05) que na periferia.
Da mesma forma, na area de Santa Cruz do Rio Pardo, de julho a novembro de
2012 a quantidade de in6culo no interior da copa foi significativamente maior (P <
0,05) que na periferia da planta. Nota-se que essa diferenca sé € obtida nos meses
onde ocorre menor volume de chuvas e poucos DCCH. Os patégenos alojados nas
folnas da periferia da copa, por estarem expostos a altas temperaturas, intensa
radiacdo solar e baixa umidade, podem permanecer viaveis por um curto periodo de
tempo (ARNOLD; HERRE, 2003; HENSHAL et al., 2005; SANTOS, et al. 2008). Por
outro lado, o inéculo presente nas folhas no interior da copa, por estarem protegidos
desses fatores podem sobreviver mais tempo nesse ambiente. Esse fato ajuda a
explicar a maior quantidade do in6culo no interior da copa da planta. Por outro lado,
em épocas de alta pluviosidade, o patdégeno encontra-se distribuido tanto na
periferia quanto no interior da copa da planta, ndo sendo notadas diferencas entre a
guantidade de indculo dos patégenos. Esse fato pode ser explicado pela maneira de
dispersdo do patégeno. Agostini, Gottwald e Timmer (1993), observaram que
respingos de agua da chuva parece ser importante fator da disperséo localizada do
patdogeno. Da mesma forma, Denham e Waller (1981) relataram que a disseminacao
de C. acutatum em citros, a curtas distancias, ocorre principalmente por meio da
associagao de chuvas e ventos. Nesse trabalho, notou-se que n&o ocorreu diferenca
entre a quantidade de inéculo presente no interior e periferia da planta em épocas de

alta pluviosidade. Dessa forma, € possivel, que nas épocas com alto indice
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pluviométrico, o patdgeno tenha sido disperso na planta e, o por isso, mesmo
encontrou-se distribuido uniformemente tanto no interior quanto na periferia da
planta.

N&o foi observada nenhuma relacao direta entre a temperatura e o aumento
de indéculo na superficie foliar. Feichtenberger et al. (2005), relataram que a
temperatura ndo tem um efeito direto sobre o desenvolvimento da PFC. A
temperatura pode ter um indireto, influenciando a duracdo do periodo de

florescimento das plantas citricas.

3.5 Conclusbes

A gPCR e gPCR multiplex desenvolvidas neste trabalho representam métodos
eficientes e altamente sensiveis para a detec¢éo e quantificacéo de C. acutatum e C.
gloeosporioides em folhas de laranjeira.

A técnica do spot foi validada como método alternativo para a deteccao dos agentes

causais da podridao floral dos citros.

O método de preparo de amostras pelo congelamento € eficaz para a remocéo de

estruturas dos agentes causais da podridao floral dos citros da superficie foliar.

Chuvas regulares contribuem para o aumento do inoculados agentes causais da

podridao floral dos citros sobre folhas de laranjeira.

Os patdégenos sobrevivem dispersos por toda a copa da planta em épocas de alta

precipitacdo e no das mesmas em periodos com baixa volume de chuvas.
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