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Phyllosticta citricarpa: DIVERSIDADE GENETICA TEMPORAL EM POMARES
DE Citrus sinensis E SENSIBILIDADE A FUNGICIDAS

RESUMO — A Mancha Preta dos Citros (MPC), causada pelo fungo Phyllosticta
citricarpa, encontra-se espalhada pelos continentes do mundo. Seus sintomas
ocasionam a depreciacao dos frutos e a queda prematura daqueles severamente
infectados. Dada a importancia econémica desta doenca, realizamos a analise da
estrutura genética de duas colecdes de isolados de P. citricarpa, obtidas de uma unica
propriedade citricola, em um intervalo de sete anos. Os frutos foram coletados de
laranjeiras ‘Pera ‘e ‘Valéncia’ nos anos de 2005 e 2012. Os isolados obtidos foram
identificados mediante a analise de sequéncias da regiao ITS e genes GPDH e TEF1.
Assim, 80 isolados da colecao de 2005 e 115 de 2012 foram identificados como P.
citricarpa. Apenas seis isolados de Phyllosticta capitalensis foram encontrados em
meio aos de 2012. Maior quantidade de sequéncias com variacdes genéticas foram
identificadas nos isolados obtidos na ultima amostragem de frutos, principalmente nas
populag¢des oriundas de ‘Valéncia’. A diferenciacao genética entre as populag¢des de
P. citricarpa de laranjeiras ‘Valéncia’, de 2005 e 2012, foi evidenciada mediante o
emprego de marcadores AFLP, sendo o gendtipo predominante em 2012 aquele
identificado nas populagdes de ‘Pera’, de ambos os periodos. Pela analise da relagao
genética entre os isolados, presumiu-se que individuos cujo gendtipo tenha sido
favorecido apareceram primeiramente entre as populagdes de P. citricarpa que
abrigavam as plantas de ‘Pera’, e posteriormente, migraram para os pomares de
‘Valéncia’. Esta uniformizagdo populacional ao longo dos sete anos e o baixo
polimorfismo notado entre os isolados ao longo de geragdes sao indicativos de baixa
recombinacao genética entre os individuos. Sequéncias das bandas polimérficas entre
os isolados de ‘Valéncia’ de 2005 e 2012 apresentaram similaridade com aquelas de
proteinas da familia de ABC transporters, as quais atuam como bombas de efluxo de
compostos citotoxicos, como os fungicidas, e com proteinas NADH desidrogenase.
Tais modificacdes génicas podem ser responsaveis pela variabilidade nas respostas
de sensibilidade dos isolados as estrobilurinas, cuja inibicao do crescimento miceliano
variou de 2,5 a 89%. Parte da populacdo apresentou baixa sensibilidade a
piraclostrobina e, principalmente, a trifloxistrobina. Também, foram encontrados
isolados P. citricarpa resistentes ao carbendazim em meio aos da colegao de 2012.
Concluimos que populagées de P. citricarpa de um micro-habitat podem sofrer
alteracdes genéticas significativas em um curto periodo de tempo e suplantar as
popula¢des menos favorecidas.

Palavras-chave: Citrus sinensis, Phyllosticta citricarpa, Mancha Preta dos Citros,
Filogenia, AFLP, sensibilidade a fungicidas.
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Phyllosticta citricarpa: TEMPORAL GENETIC DIVERSITY IN Citrus sinensis
ORCHARDS AND SENSITIVITY TO FUNGICIDES

ABSTRACT - Citrus Black Spot (CBS), caused by the fungus Phyllosticta
citricarpa, is spread over continents in the world. Its symptoms cause fruit depreciation
and those severely infected fall prematurely. Given the economic importance of this
disease, we carried out analysis of the genetic structure of two P. citricarpa isolates
collections, obtained from a single citrus farm in a seven years interval. Fruits were
collected from Pera and Valencia orange varieties in 2005 and 2012. The isolates
obtained were identified by sequences analysis of ITS region and GPDH and TEF1
genes. Thus, 80 and 115 isolates of the 2005 and 2012 collections, respectively, were
identified as P. citricarpa. Among the 2012 collection only six Phyllosticta capitalensis
isolates were found. Higher amount of sequences containing genetic variations were
identified in the isolates from the last fruits sampling, especially in populations derived
from Valencia oranges. By applying AFLP markers it was evidenced genetic
differentiation among P. citricarpa populations from Valencia oranges obtained
between 2005 and 2012, whose predominant genotype in 2012 was that found in Pera
populations from both periods. Through analysis of genetic relationship among
isolates, it was assumed that individuals with favored genotypes have first appeared
among P. citricarpa populations of Pera plants, and further migrated to Valencia
orchards. Genetic populations uniformity over the seven years and low polymorphism
observed among them, over generations, are indicative of low genetic recombination
between individuals. Sequences of polymorphic bands between isolates of 2005 and
2012 Valencia collections presented similarity with those of ABC transporters Family
proteins, which act as efflux pumps of cytotoxic compounds, as fungicides, and to
NADH dehydrogenase proteins. Such gene modifications might be responsible for
variability of sensibility responses of the isolates to strobilurins, which induced mycelial
growth inhibition from 2.5 to 89%. Part of the population exhibited low sensitivity to
pyraclostrobin and especially to trifloxystrobin. Also, among isolates of 2012 collection
it was noted resistance to carbendazim. We concluded that P. citricarpa populations
from a microhabitat can suffer significant genetic changes in a short period of time and
overcome the disadvantaged populations.

Keywords: Citrus sinensis, Phyllosticta citricarpa, Citrus Black Spot, Phylogeny,
AFLP, fungicides sensibility.



1. INTRODUCAO

A citricultura tem contribuido de forma significativa para o desenvolvimento do
agronegocio brasileiro. O primeiro nucleo citricola nacional foi criado em 1920 nos
arredores de Nova lguacgu, no estado do Rio de Janeiro, que até entao abastecia
inclusive as cidades do estado de Sao Paulo. A partir da década de 1940, a citricultura
passou a ocupar espaco no Vale do Paraiba e em outras regides do interior paulista,
substituindo o café nos municipios de Limeira, Araraquara e Bebedouro (NEVES et
al., 2011).

No entanto, o acontecimento determinante que favoreceu o destaque brasileiro
no comércio citricola mundial foi uma geada que, em 1962, atingiu os pomares da
Flérida, nos Estados Unidos da América, que até entdo eram os maiores produtores
mundiais de laranja e de suco. A partir deste ano, o Brasil passou a trabalhar em prol
da consolidacao da industria brasileira de suco concentrado de laranja, passando a
fazer as primeiras exportacdes experimentais. A partir da década de 1980, a
competitividade da industria brasileira fez com que o Brasil se tornasse o maior
produtor mundial de frutos citricos, superando os Estados Unidos ndo sé em producao
como em tecnologia de citros. As industrias brasileiras de suco detém 50% da
producdo mundial e exportam 98% do que produzem (NEVES et al.,, 2011). A
producao anual de frutos citricos no Brasil € de cerca de 17 a 18 milhdes de toneladas,
seguido pelos Estados Unidos que produzem oito milhdes de toneladas (FAO, 2014).

A principal ameaca a citricultura sdo as pragas e doencas. Nos ultimos anos,
dentre os maiores responsaveis pela erradicacao de milhdes de plantas destacam-se
a tristeza dos citros, o cancro citrico, a Clorose Variegada dos Citros, a morte subita
e o huanglongbing’. Além disso, os gastos excessivos com defensivos agricolas,
especialmente inseticidas e fungicidas, ocasionaram a reducdo de 13% da area
plantada de citros no Brasil nos ultimos trés anos, correspondendo atualmente a
735.742 hectares (AGRIANUAL, 2014).

Além das doengas mencionadas, ha também as causadas por fungos, com
destaque para a Mancha Preta dos Citros (MPC), ocasionada por Phyllosticta

! Também conhecido como HLB, greening ou amareldo dos citros
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citricarpa (VAN DER Aa, 1973). Os sintomas da MPC ocasionam a depreciacao dos
frutos destinados ao mercado in natura € a queda prematura dos mesmos (GOES et
al., 1990; TIMMER, 1999). A doenca encontra-se espalhada pelo mundo, no entanto,
ainda nao foi relatada nos paises da Uniao Europeia, para os quais a MPC é
considerada doencga quarentenaria A1. Tais paises impdem restricoes de importacao
de frutas citricas de areas consideradas nao livres da doenca, incluindo grande parte
das regides brasileiras produtoras de citros (EFSA PLH PANEL, 2014).

O controle da MPC esta alicercado, quase que exclusivamente, no emprego de
fungicidas, aplicados de forma sequencial, complementado com praticas culturais
utilizadas para reduzir as fontes de inéculo da doenca (GOES, 2002; SCALOPPI et
al., 2012). Devido a barreiras legislativas por parte das industrias de suco quanto ao
uso de fungicidas do grupo dos benzimidazdis, o controle da MPC, assim como de
outras doencas ocasionadas por fungos, esta baseado principalmente no emprego de
ingredientes ativos do grupo das estrobilurinas (LORENZI; VIANA; BOTEON, 2012).
Dentre os possiveis problemas decorrentes da aplicacao de fungicidas de um unico
grupo quimico, inclui-se o risco de selecao de linhagens de fungos resistentes a esses
ingredientes ativos (VINCELLI, 2012), podendo resultar em sérias limitacées quanto
ao controle eficiente de P. citricarpa, assim como de outros patdégenos.

Dada a importancia econémica da MPC, muitos resultados de pesquisas foram
publicados nos ultimos anos. Nesses estudos, a abordagem envolveu avaliacbes
quanto a taxonomia do agente causal (WANG et al., 2012), diversidade genética
(BALDASSARI; WICKERT; GOES, 2008; STRINGARI et al., 2009; WICKERT et al.,
2014), filogenia (WICKERT et al., 2012), epidemiologia (SPOSITO et al., 2011),
comportamento de variedades e gendtipos de laranjeiras (ROSSETTO et al., 2011) e
diversos métodos de controle da doenca (SCALOPPI et al., 2012; BELLOTTE et al.,
2013). Entretanto, nenhum estudo avaliou a estrutura genética de populag¢des de P.
citricarpa ao longo dos anos. Em vista disso, o presente estudo teve por obijetivo
analisar o padrao genético e de sensibilidade a fungicidas de duas populacdes do
patdgeno, de duas variedades de laranjeiras, obtidas de uma unica propriedade
citricola, em um intervalo de sete anos. Para tanto empregou-se o sequenciamento
génico, marcadores moleculares AFLP e ingredientes ativos do grupo das
estrobilurinas e benzimidazdis nos testes de sensibilidade a fungicidas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Género Phyllosticta

O género Phyllosticta Pers. foi introduzido por Persoon (1818) com a espécie-
tipo genérica Phyllosticta convallariae. Este género, que compreende um dos mais
importantes grupos de fungos fitopatogénicos, é considerado taxonomicamente
confuso (WIKEE et al., 2011). Inicialmente, muitos fungos com conidios unicelulares
foram denominados como Phoma ou Phyllosticta, dependendo da localizacao da
estrutura reprodutiva do fungo no hospedeiro. As estruturas reprodutivas encontradas
na folha foram atribuidas a fungos do género Phyllosticta, enquanto aqueles que se
reproduziam em qualquer outra parte do hospedeiro foram classificados como Phoma
(VAN DER Aa, 1973). Uma reclassificacdo do género Phyllosticta, realizada por Van
der Aa e Vanev (2002), mensurou 190 espécies pertencentes a este género. No
entanto, posteriormente, Kirk et al. (2008) estimaram que Phyllosticta englobava de
fato apenas 92 espécies.

O género Phyllosticta foi designado como pertencente a ordem
Botryosphaeriales, cuja familia Botryosphaeriaceae englobaria fungos de ambos os
géneros, Phyllosticta e Botryosphaeria (SCHOCH et al., 2006). Entretanto, estudos de
reclassificacao das familias da ordem Botryosphaeriales demonstraram que, pela
analise filogenética, fungos de ambos 0s géneros nao pertenciam a0 mesmo grupo e
que, portanto, a realocacao destes em familias diferentes seria apropriada (LIU et al.,
2012). Assim, tendo em vista que a familia Phyllostictaceae, primeiramente proposta
por Fries (1849), ainda se encontrava disponivel para uso, Wikee et al. (2013b)
sugeriram a realocacdo de Phyllosticta na familia Phyllostictaceae, ordem
Phyllostictales, conforme proposto anteriormente por Seaver (1922).

O teleomorfo de Phyllosticta corresponde ao género Guignardia Viala & Ravaz,
representado por Guignardia bidwellii (Ellis) Viala & Ravaz. Assim como Phyllosticta,
muitas espécies de Guignardia foram descritas de acordo com a sua associagao com
o hospedeiro e, muitas vezes, independentemente do seu anamorfo.

Consequentemente, sua classificacdo é igualmente confusa e sua relagdo com os
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hospedeiros e sintomas que ocasionam é frequentemente pouco compreendida (VAN
DER Aa; VANEV, 2002; WIKEE et al., 2011).

Os nomes referentes aos estados assexual, Phyllosticta, e sexual, Guignardia,
foram utilizados separadamente por muitas décadas, de acordo com o sistema de
classificacdo utilizado pelos micologistas. No entanto, com o advento da biologia
molecular para a identificacdo das espécies microbianas, o uso de ambas as
nomenclaturas passou a ser redundante. Assim, de acordo com o International Code
of Nomenclature for algae, fungi, and plants (MCNEILL et al., 2012), passou a
prevalecer o primeiro nome relatado para o género, Phyllosticta (WIKEE et al., 2013b).

Embora fungos do género Phyllosticta sejam conhecidos pelo seu potencial
fitopatogénico, algumas espécies produzem metabdlitos biotativos os quais possuem
outras atribuicdes. As fitotoxinas phyllostina e phyllostoxina, por exemplo, produzidas
por P. cirsii, podem ser utilizadas como micoherbicida (EVIDENTE et al., 2008; TUZI
et al., 2010). Substéncias produzidas por uma espécie de Phyllosticta sp., isolada de
Cucumis sativus L., podem ter aplicabilidade no controle de Meloidogyne incognita
(YAN; SIKORA; ZHENG, 2011). E, curiosamente, algumas espécies fitopatogénicas
do género, inclusive P. citricarpa, produzem uma substancia denominada taxol, a qual
€ utilizada no tratamento do cancer (KUMARAN; MUTHUMARY; HUR, 2008;
KUMARAN; MUTHUMARY; HUR, 2009).

Fungos do género Phyllosticta também podem apresentar comportamento
saprofitico e endofitico, dependendo do hospedeiro e das condi¢cdes ambientais
prevalecentes (WIKEE et al., 2011; WIKEE et al., 2013b). A espécie endofitica mais
frequentemente isolada é a P. capitalensis (G. mangiferae), a qual coexiste em uma
ampla gama de hospedeiros, incluindo os citros (WIKEE et al., 2013a; BAAYEN et al.,
2012). Embora, na maioria das vezes, P. capitalensis ndo ocasione sintomas nas
plantas, seu comportamento patogénico ja foi comprovado quando da sua inoculagao
em frutos de goiabeiras (WICKERT et al., 2014). Porém, em sua maioria, espécies de
Phyllosticta sdo potenciais agentes fitopatogénicos, podendo ocasionar lesdes em
folhas e frutos, as quais sao caracteristicamente pequenas, circulares, com cerca de
1 a2 mm de didmetro (WIKEE et al., 2011). Doencas ocasionadas por espécies desse
género foram relatadas em uma vasta gama de hospedeiros incluindo algumas

culturas economicamente importantes, tais como citros (BAAYEN et al., 2002),
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banana (WONG et al., 2012), uva e cranberry (ZHANG; ZHANG; CAI, 2013), goiaba
(WICKERT et al., 2014), orquideas (SHIVAS et al., 2013) e plantas ornamentais (LIU
et al., 2009; WIKEE et al., 2012).

2.2. Mancha Preta dos citros

2.2.1. Etiologia, origem e distribuicao geografica da doenca

A Mancha Preta dos Citros (MPC) é ocasionada pelo fungo Phyllosticta
citricarpa (teleomorfo: Guignardia citricarpa Kiely). A primeira descricao dos sintomas
da MPC foi realizada por Benson (1895), em frutos sintomaticos originarios de
pomares de laranjeiras localizados em Nova Gales do Sul, Australia. Benson publicou
desenhos dos frutos sintomaticos, mas nao estudou o agente causal. Em 1897, a MPC
foi novamente relatada na Australia, em pomares préximos a Sydney (COBB, 1897),
onde o agente causal da doenca foi denominado Phoma citricarpa McAlpine
(McALPINE, 1899). Posteriormente, o seu teleomorfo foi encontrado e descrito como
Guignardia citricarpa Kiely (KIELY, 1948) e seu anamorfo foi reclassificado, sendo
atribuida a designacao Phyllosticta citricarpa (McAlpine) van der Aa (VAN DER Aa,
1973).

Desde que a MPC foi relatada nos arredores de Pietermaritzburg, na Africa do
Sul, em 1929 (DOIDGE, 1929), houve uma elevada dispersao geografica da doenca
a qual encontra-se presente em varios paises da Asia, Africa, Oceania, América
Central, América do Sul e América do Norte, onde em 2010, a doenca foi relatada no
estado da Flérida, Estados Unidos da América (SCHUBERT et al., 2012; EPPO,
2014). Nao ha relatos da doenga nos paises da Unidao Europeia, os quais impdem
restricoes a importacao de frutas citricas de areas consideradas néao livres da doenca,
uma vez que nesses paises a MPC é considerada doenga quarentenaria A1 (EFSA
PLH PANEL, 2014).

A previsdao da disseminacdo global da MPC é de que a doenca nao se
desenvolva em localidades cuja temperatura atinja valores abaixo de 11°C (PAUL et
al., 2005). No entanto, experimentos realizados nos Estados Unidos da América,

mostraram que a 4°C ocorre o desenvolvimento de lesbes da MPC nos frutos e
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producado conidial, mesmo que a coldnia do fungo ndo se desenvolva sob esta
temperatura in vitro. Dessa forma, devido a versatilidade do fungo em condicdes
ambientes, ha riscos de disseminag¢ao da doenca para areas livres, caso as barreiras
fitossanitarias sejam negligenciadas (ER et al., 2013).

No Brasil, os primeiros sintomas da MPC foram notados em 1938, em frutos de
laranjeira ‘Seleta’ coletados em uma feira livre em Piracicaba, estado de Sdo Paulo
(AVERNA-SACCA, 1940). Todavia, na década de 1940, 75% dos pomares brasileiros
de laranjas doces, enxertados em laranjeira azeda, foram erradicados devido a
Tristeza dos Citros (MOREIRA, 1942). Assim, somente em 1980, a MPC foi
novamente observada a campo, no estado do Rio de Janeiro, afetando plantas de
pomares comerciais de mexerica do ‘Rio’ (Citrus deliciosa), nos municipios de Sao
Goncalo e Itaborai, espalhando-se subsequentemente por toda a Baixada Fluminense
(ROBBS; PIMENTEL; RIBEIRO, 1980; GOES, 1998). No estado de Sao Paulo a
doenca foi descrita apenas em 1992, ocorrendo em pomares localizados em uma
importante regiao citricola, compreendida pelos municipios de Conchal e Mogi-Guacgu
(GOES; FEICHTENBERGER, 1993). Tais municipios, além de grandes produtores de
frutos, também se destacavam por ser importantes produtores de mudas citricas
(NEVES et al., 2011). Assim, as condicbes ambientais do Brasil, juntamente com o
emprego de mudas contaminadas, propiciaram a disseminagdo do patégeno para
todos os demais municipios do estado de Sao Paulo, assim como para as demais
regides do sudeste, sul, e algumas outras do centro-oeste, nordeste e norte (NEVES
etal., 2011; DEFESA AGROPECUARIA DO ESTADO DE SAO PAULO, 2015).

2.2.2. Epidemiologia

Durante a epidemia da MPC, o fungo produz estruturas reprodutivas de forma
sexual e assexuadamente. O estado sexual, Guignardia citricarpa, é caracterizado por
um pseudotécio erumpente, uninocular, globoso a piriforme, cuja forma € irregular, e
com ostiolo central formado por deiscéncia quando maduro. Os ascos sao
fasciculados, bitunicados, clavados a elipsoides, contendo cdmaras oculares bem
desenvolvidas, cada uma delas abrigando oito ascésporos (VAN DER Aa, 1973;
BAAYEN et al., 2002). Os ascdsporos, por sua vez, sao elipsoides a limoniformes,
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ligeiramente alongados, asseptados, hialinos, frequentemente gutulados ou
possuindo uma grande gutula central e medem de 15-17,5 x 6,5-7,5 pym. Alguns
apresentam apéndices polares mucilaginosos. O estado espermatico, presente no
ciclo de vida das espécies de Guignardia, podem ser encontrados em meio de cultivo,
cujos esporos sao cilindricos, em forma de haltere e apresentam gutulas em ambas
as extremidades (VAN DER Aa, 1973; BAAYEN et al., 2002; WIKEE et al., 2011).

A producao e maturagao do pseudotécio ocorrem exclusivamente nas folhas
em decomposi¢cao no solo, sob as plantas (McONIE, 1965; KOTZE, 1981), e séao
favorecidos pela alternancia dos periodos seco e chuvoso (KOTZE, 2000). Apds a
maturidade do pseudotécio e na presenca de umidade, ocorre a liberagcdo dos
ascosporos, 0s quais sao ejetados a uma altura de cerca de 1 cm, e entao, dispersos
pelas correntes de ar (KIELY, 1948). Ao entrarem em contato com a superficie de
tecidos suscetiveis, e na presenca de umidade e altas temperaturas, de 18 a 30°C,
por pelo menos 15 horas, os ascosporos infectam o hospedeiro pela penetragao direta
no tecido e formam a massa miceliana na regiao subcuticular (Figura 1). Dessa forma,
o fungo pode permanecer quiescente até o inicio do amadurecimento dos frutos ou
nas folhas caidas no solo por até 36 meses sob condi¢des favoraveis (McONIE, 1967;
KOTZE, 2000).

Ja o estagio assexual, Phyllosticta, ocorre em lesdes dos tipos mancha dura e
mancha sardenta nos frutos, assim como nas folhas em decomposi¢ao, anteriormente
a formacdo do pseudotécio (KOTZE, 2000), ou em ramos secos (SPOSITO et al.,
2011). Nesse caso, a estrutura assexual € denominada picnidio, no interior do qual
sao produzidos os conidios. Os picnidios de P. citricarpa sao globosos, subglobosos,
achatados na parte superior e uninoculares em sua maioria. Os conidios s&ao hialinos,
unicelulares, ovoides, obovados ou elipsoides, cilindricos, globosos ou subglobosos,
possuem um unico apéndice apical e medem de 9-13,5 x 6-7,5 pym (VAN DER Aa,
1973; BAAYEN et al., 2002; WIKEE et al., 2011).

Quando o picnidio amadurece, os conidios que encontram-se cobertos com
uma mucilagem emergem do ostiolo. Em contato com a agua, a mucilagem é
dissolvida e os conidios sdo dispersos pelos respingos das gotas de dgua da chuva
até atingirem tecidos suscetiveis, onde surgem novas infeccdes (KOTZE, 2000). Os

conidios ndo contam com mecanismos ativos de disseminagao como 0s ascOsporos,
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sendo dispersos apenas a curtas distancias. No entanto, gotas de &gua,
aerossolizadas, em combinacdo com vento de aproximadamente 7 m/s, podem
carrear esses esporos por até 8 m de distancia (PERRYMAN; CLARK; WEST, 2014).
Os processos de infeccao e colonizacao dos conidios sao similares aqueles dos
ascosporos (Figura 1). Artificialmente, o periodo de incubagdo dos conidios
inoculados em frutos de laranja com 20-30 mm de didmetro podem variar de 55 a 225
dias (BALDASSARI et al., 2009).
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Figura 1. Representacado esquematica do ciclo de vida de Phyllosticta citricarpa e
seu teleomorfo. Modificado de Wikee et al. (2011).



2.2.3. Sintomatologia

A presenca de sintomas da MPC leva a depreciacao dos frutos destinados ao
mercado in natura e, em niveis elevados, a queda prematura dos mesmos, com
consequente reducao da produtividade dos pomares (FAGAN; GOES, 2000; TIMMER,
1999; KOTZE, 2000; AGUILAR-VILDOSO et al., 2002).

Os sintomas da doencga sao excepcionalmente raros em folhas de laranjeiras e
ramos e muito comuns nos frutos (KOTZE, 1981; KOTZE, 2000), sendo os principais
sintomas caracterizados como: (i) mancha dura, sintoma mais comum e tipico da
MPC, caracterizado por lesdes de coloragao marrom-escuro e circulares. O centro da
lesdo é deprimido, de coloragao marrom claro a cinza escuro, e contém picnidios
caracterizados por pequenos pontos pretos. Tais lesdes aparecem durante o
amadurecimento do fruto; (ii)) mancha sardenta, caracterizada por pequenas lesdes
avermelhadas, levemente deprimidas, que podem coalescer e formar uma grande
lesdo. Tais lesdes apresentam producao de conidios no centro e aparecem no periodo
de maturacao dos frutos e apos a colheita; e (iii) falsa melanose, caracterizada por
pequenas manchas de 1 a 2 mm de diametro, pretas, salientes, distribuidas na casca
dos frutos, algumas vezes, de forma a simular o escorrimento de gotas de agua. Tais
lesbes aparecem quando os frutos ainda estao verdes e, ndo apresentam frutificacao
do fungo (HERBERT, 1989; KOTZE, 2000; SILVA-PINHATI et al., 2009). Outros
sintomas da MPC também foram descritos, os quais podem ocorrer quando ha maior
severidade da doencga, sendo estes a mancha virulenta (HERBERT, 1989) e a mancha
trincada (GOES et al., 2000).

As espécies citricas de importancia econémica, incluindo todas as variedades
de laranjeiras doce (Citrus sinensis (L.) Osbeck), sdo suscetiveis a P. citricarpa
(ROSSETTO et al., 2011), com excecao da laranjeira azeda (Citrus aurantium L.) e da
limeira acida ‘Tahiti’ (Citrus latifolia Osbeck) (KOTZE, 1981), as quais, embora
hospedem o fungo, nao desenvolvem os sintomas da doenca (WICKERT et al., 2009).

Altas temperaturas e intensa radiacao solar sao condicbes ambientais que
favorecem a expressdo dos sintomas (KOTZE, 1981; ANDRADE; PIMENTA; GOES,
2009). Assim, tendo em vista que as variedades de citros tardias e precoces possuem
o mesmo nivel de sensibilidade a MPC, as diferencas na severidade dos sintomas
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entre variedades, por vezes observada, esta relacionada ao processo de maturacao
dos frutos citricos, dependente das condicdes ambientais (SPOSITO; BASSANEZI;
AMORIM, 2004).

2.2.4. Controle da doenca

Ambas as formas de reproducao de P. citricarpa possuem papéis distintos e
complementares, e sob condi¢cdes ideais, ambos o0s propagulos produzidos podem
contribuir para o desenvolvimento da epidemia. Tal comportamento epidemioldgico
permite que esse patdégeno nao apenas supere condigcdes ambientais desfavoraveis
e garanta a sua sobrevivéncia, mas também contribui para o aumento do nivel de
doenca no campo (BERGAMIN FILHO; AMORIM, 1996). Estudos epidemioldgicos da
MPC na Australia e Zimbabue mostraram que embora ambos os tipos de indculo
estejam presentes nos pomares de citros, os ascésporos de P. citricarpa seriam o0s
maiores responsaveis pela epidemia (KIELY, 1948; WHITESIDE, 1967).

Assim, teoricamente, os sintomas da MPC deveriam ser controlados pelo
impedimento da liberagao dos ascésporos (SPOSITO et al., 2011). Tendo em vista tal
suposicao, uma das maneiras de mitigacdo da MPC adotada nas areas argentinas
exportadoras de limdes foi a remogao das folhas caidas no solo anteriormente ao
periodo de florescimento (FOGLIATA et al., 2000). De modo similar, no Brasil, técnicas
suplementares ao controle da MPC com fungicidas foram sugeridas, tais como a
aceleracao da decomposicao das folhas citricas caidas no solo (BELLOTTE et al.,
2009), o plantio de graminea coastcross entre as linhas das plantas de citros
(BELLOTTE et al., 2013) e o manejo do mato (SCALOPPI et al., 2012). No entanto,
tais pesquisadores verificaram que o emprego de alternativas que maximizam a
supressao de uma das fontes de indculo, de forma individual, ndo resultam em niveis
desejaveis de controle da doenca.

Tais resultados devem-se ao fato dos conidios também constituirem importante
fonte de indculo da MPC no campo. Experimentos realizados em pomares de citros
afetados pela doenca mostraram que em &reas com auséncia de folhas em
decomposicao, a intensidade e a taxa de progresso da MPC foram maiores quando

os frutos sintomaticos foram deixados nos pomares como fonte de indculo. No
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entanto, experimentos realizados concomitantemente, demonstraram que em areas
livres da MPC, onde os frutos sintomaticos assim como os galhos secos foram
eliminados do pomar, e as folhas em decomposicao passaram a constituir a unica
fonte de indculo, ndo foi observada a presenca de frutos sintomaticos (SPOSITO et
al., 2011).

O controle dos sintomas da MPC, assim como da Podridao floral dos citros,
ocasionada por Colletotrichum acutatum e C. gloeosporioides (LIMA et al., 2011), vem
sendo realizada pela aplicacao sequencial de fungicidas (SCALOPPI et al., 2012).
Fungicidas sistémicos do grupo dos benzimidazdis foram por mais de duas décadas
empregados com sucesso no controle desses patogenos (GOES, 2002; GOES et al.,
2008), os quais adquiriram resisténcia a esses ingredientes ativos (SCHUTTE et al.,
2003; RODRIGUES et al., 2007; CHUNG et al., 2010). No entanto, desde 2012, por
questodes legislativas, o uso dos benzimidazéis foi suspenso em areas destinadas ao
processamento industrial de frutos devido a residuos identificados no suco de laranja
(LORENZI; VIANA; BOTEON, 2012; FUNDECITRUS, 2012). Dessa forma,
ingredientes ativos do grupo das estrobilurinas, empregados na cultura a partir do final
da década de 90 (BARTLETT et al., 2002), constituem, até o momento, na principal
alternativa de controle desses patégenos.

2.2.5. Resisténcia a fungicidas

Casos esporadicos de resisténcia a fungicidas passaram a ser relatados a partir
de 1970, muitos anos apods a introducdo dos mesmos. Porém, tais relatos passaram
a aumentar consideravelmente com o advento dos fungicidas sistémicos, cujo periodo
de eficiéncia dos produtos comerciais passou a ser efémero. O inicio da resisténcia
que aparenta ser repentino € decorrente de um processo que ocorre gradativamente
em niveis indetectaveis (BRENT, 2007).

Ha dois tipos de resisténcia, a qualitativa e a quantitativa. A resisténcia
qualitativa é baseada em mutacdo génica. Neste caso, mesmo sob altas
concentragdes de fungicida, os individuos resistentes ndo sao afetados e sobrevivem
ao tratamento. Ja a resisténcia quantitativa € mediada pela manuteng¢ao do fungicida
em baixa concentracao dentro da célula. Os mecanismos que mantém a concentracao
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de fungicida intracelular num limiar critico incluem a sintese de transportadores de
efluxo, que carreiam as moléculas dos ingredientes ativos para fora do espaco celular,
modificagdes da membrana plasmatica que causam reducédo da permeabilidade do
fungicida, ou a sintese de enzimas que degradam as moléculas dos ingredientes
ativos (DEISING; REIMANN; PASCHOLATI, 2008; VINCELLI, 2012).

Para os fungicidas do grupo dos benzimidazdis, a resisténcia relatada é do tipo
qualitativa, decorrente de mutacao no gene da B-tubulina. Os derivados deste grupo
quimico se ligam a B-tubulina e impedem o processo de transporte celular dependente
do citoesqueleto, incluindo o movimento cromossémico na mitose e a divisao celular
(DAVIDSE, 1986). Apenas dois anos apés o inicio da comercializagao do benomil, foi
relatada resisténcia a este fungicida desenvolvida pelo oidio das cucurbitaceas, em
Nova lorque (SCHROEDER; PROVVIDENTI, 1969). Posteriormente, outros fungos
desenvolveram resisténcia a este ingrediente ativo, tais como C. gloeosporioides
(CHUNG et al., 2010) e, inclusive, P. citricarpa, cujo primeiro relato ocorreu na Africa
do Sul (SCHUTTE et al., 2003).

No caso de fungicidas do grupo das estrobilurinas, a resisténcia dos fungos
também foi relatada apenas dois anos apds o inicio da sua comercializacao
(BARTELS, 2000). Ingredientes ativos desse grupo bloqueiam a transferéncia de
elétrons entre o citocromo b e o citocromo c1, no sitio Qol, interrompendo o fluxo de
energia da célula do fungo pela falta de producao de ATP (BARTLETT et al., 2002).
No entanto, muta¢des génicas no citocromo b podem conferir resisténcia completa a
tais ingredientes ativos quando ocorrem na posicao G143A, ou parcial, nas posi¢cdes
F129L e G137R (SIEROTZKI et al., 2006; BRENT, 2007).

Ha relatos de que a presenga de um intron imediatamente apds o cédon 143
do gene codificador do citocromo b esta relacionada a auséncia da mutacao G143A
(GRASSO et al., 2006), inclusive em estudos com P. citricarpa (HINCAPIE et al.,
2014). Ja nas espécies P. capitalensis e P. citriasiana nao foi localizado o intron nesta
posicao, estando essas espécies passiveis de adquirir resisténcia, segundo Stammler
et al. (2013), embora nenhuma mutacéo tenha sido observada nessas espécies até o
momento. Entretanto, considera-se inapropriado afirmar que uma espécie de fungo
nao esteja sujeita a adquirir resisténcia a fungicidas dos grupos das estrobillurinas
apenas com base em tais resultados. Fernandez-Ortuiio et al. (2008) indicaram que o
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mecanismo responsavel pela resisténcia de Podosphaera fusca a fungicidas Qol nao
esta relacionada a mutagdes tipicas no gene do citocromo b e que a auséncia da
substituicao G143A nao pode ser explicada pela presenca de um intron localizado
apos o cédon 143.

O segundo mecanismo de resisténcia a fungicidas Qol é mediado pela indugéo
da respiracao alternativa, sustentada pela enzima AOX? (WOOD; HOLLOMON, 2003).
No entanto, para o caso de P. citricarpa, estudos nos quais foi aplicado o SHAMS,
inibidor da enzima AOX, mostraram que em contato com fungicidas do grupo das
estrobilurinas tal espécie nao utiliza a via de respiracao alternativa (HINCAPIE et al.,
2014).

Transportadores de efluxo também constituem outra alternativa utilizada pelos
fungos para driblar a agéo dos fungicidas Qol. Essas proteinas ligadas a membrana
conferem aos fungos protecdo contra uma vasta gama de compostos téxicos e
xenobidticos por agirem na prevencao do seu acumulo em concentragdes toxicas
dentro das células (DEL SORBO; SCHOONBEEK; WAARD, 2000). As mais
importantes bombas de efluxo envolvidas na protecao dos fungos contra fungicidas
pertencem a familia de transportadores ATP-binding cassette (ABC) e a Major
facilitator superfamily (MFS).

Os transportadores ABC utilizam a energia da hidrélise de ATP para transportar
substratos diferentes e estruturalmente bastante diversos contra um gradiente de
concentracao, através da membrana plasmatica. Ja os transportadores MFS sao
incapazes de hidrolisar ATP e utilizam a forgca motriz dos prétons para facilitar o
transporte de substancia toxicas, assim como de acgucares, peptidios e ions
(STERGIOPOULOS; ZWIERS; WAARD, 2003; DEISING; REIMANN; PASCHOLATI,
2008).

Transportadores ABC exportam substratos pertencentes a diferentes classes
quimicas para fora da célula, exercendo uma importante funcao de adaptacdo dos
fungos a varios fungicidas (ABOU et al., 2013). Tal adaptacéo ocorre gradativamente
€ 0S mecanismos que permitem ao fungo sobreviver a doses elevadas de fungicidas

2 Enzima Oxidase Alternativa
3 Acido Salicilhidroxamico
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sao ativados de maneira diferente em cada individuo, caracteristicas estas atribuidas
a resisténcia quantitativa (DEISING; REIMANN; PASCHOLATI, 2008).

2.3. Caracterizacao molecular de espécies de Phyllosticta spp.

Analises filogenéticas tém aumentado significativamente o entendimento da
relacdo entre as espécies de Phyllosticta. Nos ultimos anos, a andlise polifasica se
tornou premissa para identificacao de espécies de fungos e tem sido empregada para
a identificacao de espécies cripticas de Phyllosticta (WIKEE et al., 2011; WIKEE et al.,
2013b). Para tanto, tem sido empregado a andlise de sequéncias da regiao ITS rDNA
e de genes conservados, sendo os mais comumente estudados o TEF14, GPDH®,
Actina e LSU® (GLIENKE et al., 2011; ZHANG; SU; CAl, 2013; ZHOU et al., 2014;
WANG et al., 2012).

Dentre as varias espécies de Phyllosticta recém-classificadas (WIKEE et al.,
2013b; ZHOU et al., 2014), além de P. citricarpa, associada aos citros, foram relatadas
outras quatro na China, Brasil e Tailandia, sendo estas P. citriasiana (WULANDARI et
al., 2009), P. citribraziliensis (GLIENKE et al., 2011), P. citrichinaensis (WANG et al.,
2012) e P. citrimaxima (WIKEE et al., 2013b). Tais descobertas ressaltam a
importancia da reavaliagdo das espécies de Phyllosticta associadas a sintomas da
Mancha Preta dos Citros no Brasil.

O polimorfismo entre individuos geneticamente relacionados pode ser avaliado
mediante o emprego de marcadores moleculares tais como RFLP’, RAPD?2, AFLP®,
Rep-PCR'® e SSR'! (SABAT et al., 2013). Dentre estes destaca-se o AFLP (VOS et
al., 1995), uma técnica altamente acurada que produz impressoes digitais particulares
do DNA, especificas para cada espécie, e nao requer conhecimento prévio da
sequéncia gendmica (CHIAL, 2008).

4 Fator de elongagéo 1a

5 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase

6 28S Large Subunit rDNA

7 Restriction Fragment Length Polymorphism

8 Random Amplified Polymorphic DNA

9 Amplified Fragment Length Polymorphism

10 Repetitive-element Polymerase Chain Reaction
1 Simple Sequence Repeats
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Os marcadores AFLP, dentre outros, sobreviveram a era gendmica e
continuarao constituindo um método relevante mesmo para espécies com genoma
conhecido devido as suas inumeras funcionalidades. Tais marcadores podem ser
utilizados para diferenciacao entre espécies, identificacao da variabilidade genética
inter e intra populacional, mapeamento genético e isolamento de fragmentos do
genoma com caracteristicas particulares, cuja sequéncia é desconhecida (ZHANG;
VAN PARIJS; XIAO, 2014). Além disso, tal técnica pode ser aplicada como auxilio a
tecnologia NGS'2, que visa o sequenciamento gendmico completo (VAN POECKE et
al., 2013).

Para o caso de fungos fitopatogénicos, os marcadores AFLP tém sido
empregados principalmente para elucidacao da estrutura genética de populacdes.
Souza et al. (2013) aplicaram tal metodologia para estudos de populacbées de C.
gloeosporioides, cujos resultados permitiram conhecer a alta variabilidade genética
entre os isolados, e inclusive, concluir que aqueles oriundos de mangueiras e citros
podem apresentar perfis genéticos distintos. Ja Oviedo et al. (2013), utilizaram
marcadores AFLP para compararem a diversidade genética entre populagdes de
Alternaria alternata e A. infectoria, produtores de micotoxinas em graos de trigo. No
gue concerne a populacdes de P. citricarpa, estudos similares foram realizados com
baixo numero de individuos, ndo sendo possivel avaliar a estrutura genética desta
espécie (BAAYEN et al., 2002; BALDASSARI; WICKERT; GOES, 2008; STRINGARI
et al., 2009; WICKERT et al., 2014).

2 Next generation sequencing
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostragem e obtencao dos isolados de Phyllosticta spp.

O estudo compreendeu a avaliagdo de duas colegcbes de isolados de
Phyllosticta spp., sendo uma obtida no ano de 2005 e outra em 2012. As amostragens
foram realizadas na propriedade citricola ‘Fazenda Eleonor’, localizada no municipio
de Conchal, estado de Sao Paulo, cujas coordenadas geograficas sdo 22°17°53,75”
Latitude Sul e 47°09'55,23” Longitude Oeste.

A primeira amostragem foi realizada em setembro de 2005, na qual foram
coletados frutos com sintomas da MPC de laranjeiras ‘Pera’ e ‘Valéncia’, de 7 e 4 anos
de idade, respectivamente. Foram realizados dois tipos de amostragens: (i) um fruto
colhido de cada planta, de um total de 25 plantas amostradas, visando a obtencao de
um isolado por planta e, (ii) 25 frutos colhidos dos quatro quadrantes de uma unica
planta, visando a obteng¢ao de cerca de 25 isolados.

Apéds a lavagem dos frutos, tecidos com sintomas tipicos da MPC foram
excisados dos mesmos com auxilio de um bisturi, 0 qual também foi utilizado na
eliminacéo de todo o tecido assintomatico em torno da lesdo. Fragmentos dos tecidos
sintomaticos, com cerca de 2 mm, foram submetidos a desinfestacao superficial em
alcool etilico 70% por 1 minuto, e em solucao de hipoclorito de sodio 0,5% por 3
minutos. Apds a desinfestacao, os fragmentos foram enxaguados em agua destilada
esterilizada por 30 segundos e secos em papel absorvente esterilizado.

O cultivo do fungo, a partir dos fragmentos com sintomas da MPC, foi realizado
em placas de Petri contendo meio de cultivo BDA'3, em estufa bacterioldgica a 28°C
por cerca de oito dias. Todos os isolados que apresentaram padrédo morfolégico
caracteristico do género Phyllosticta foram repicados para tubos de ensaio contendo
meio de cultivo BDA, nos quais, apds o desenvolvimento das colbnias, foi
acrescentado 6leo mineral esterilizado para paralisagao do crescimento miceliano e

preservacao dos isolados.

13 Batata-Dextrose-Agar
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Uma nova coleta de frutos foi realizada na mesma propriedade citricola, no
municipio de Conchal/SP, em outubro de 2012. Tal coleta foi realizada seguindo-se o
mesmo padrao de amostragem utilizado no ano de 2005, em plantas das variedades
‘Pera’ e ‘Valéncia’, com 14 e 11 anos de idade, respectivamente. Os procedimentos
aplicados para o isolamento e preservacao das culturas foram os mesmos descritos
anteriormente. Concomitantemente a obtencdo da nova colegdo, procedeu-se a

recuperacao dos isolados armazenados desde 2005 (Figura 2).

VRN RN
~ . Coleta de frutos e
Recuperadg:ggooSs isolados isolamento de Phyllosticta
em 2012
N e N S

e

A () Cultivo dos isolados em

colénias em meio de Co ~
cultivo BDA recobertas meio I|qU|§Ig Bﬁrz‘ extragao

com 6leo mineral

g
-
W
=
=

Figura 2. Etapas envolvidas na obtencdo dos isolados de Phyllosticta spp. de
frutos de laranjeiras ‘Pera’ e ‘Valéncia’ com sintomas da Mancha Preta
dos Citros, coletados em Conchal/SP, em 2005 e 2012.
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Também, foram acrescentados as analises isolados de P. citricarpa da
Argentina e Uruguai, obtidos por volta do ano de 2005, e um isolado de P. capitalensis,
obtido em 2001. Tais isolados foram gentilmente fornecidos pela pesquisadora Dra.
Blanca |. Canteros, da Estacién Experimental Agropecuaria Bella Vista, INTA,
Argentina, e pelo Prof. Dr. Lavern W. Timmer do Citrus Research and Education
Center, University of Florida, Estados Unidos da América (Tabela 1).

Tabela 1.Isolados de Phyllosticta citricarpa e Phyllosticta capitalensis oriundos de

diferentes paises das Américas.

Isolado Espécie do Hospedeiro Tecido Procedéncia
fungo

5Arg. BV-G05-2619* P. citricarpa C. limon Folha  Bella Vista, Argentina

6Arg. BV.G05.2620* P. citricarpa C. limon Fruto Argentina

7Arg. BV.G06.2878* P. citricarpa C. limon Fruto  Alta Gracia, Tucuman,
Argentina

8Arg. BV.G06.2998* P. citricarpa C. limon Fruto Bella Vista, Argentina

102UY* P. citricarpa C. limon Fruto Montevideo, Uruguai

188UY* P. citricarpa C. sinensis  Fruto Montevideo, Uruguai

GmO008* P. capitalensis C. maxima Fruto Lake Alfred, Flérida

Estados Unidos
* Isolados cedidos pela Dra. Blanca |. Canteros da Estacion Experimental Agropecuaria

Bella Vista — INTA, Argentina;
# 1solado cedido pelo Dr. Lavern W. Timmer do Citrus Research and Education Center
— University of Florida, EUA.

3.2. Extracao de DNA

A fim se de obter quantidades suficientes de micélio, todos os isolados foram
cultivados em meio de cultivo liquido BD em estufa bacteriologica a 28°C por oito dias.
Apés o periodo de incubacao, o micélio foi peneirado, lavado com agua esterilizada e
seco em estufa a 50°C por 12 horas.

A maceracao do micélio seco foi realizada com nitrogénio liquido até a
formacao de um po, do qual 0,1 g foram transferidos para tubos eppendorf de 2,0 mL.
A lise celular foi realizada acrescentando-se aos tubos 800 pL do tampao de extracéao
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de DNA (160 mM de Tris-HCI pH 8.0, 60 mM de EDTA pH 8.0, 20 mM de NaCl e SDS
0,5%), 0s quais, apos serem agitados, foram mantidos em ThermoMixer'4 a 65°C por
50 minutos. Posteriormente, acrescentaram-se 400 yL de acetato de potassio 5M a
solucao, que apds ser homogeneizada, foi mantida no gelo por 30 minutos. A seguir,
procedeu-se a primeira centrifugacdo a 12.000 x g, a 10°C, por 10 minutos, a fim de
possibilitar a precipitacdo das células lisadas e do complexo SDS-proteinas. O
sobrenadante translucido foi entdo transferido para tubos novos, aos quais foram
acrescentados 650 pL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1 v/v). A solucéo foi
agitada vigorosamente em vortex e centrifugada sob as mesmas condigdes descritas
anteriormente. Apds a transferéncia do sobrenadante para tubos novos, procedeu-se
a repeticao da etapa de lavagem com cloroférmio: alcool isoamilico (24:1 v/v). O
sobrenadante obtido apds a ultima centrifugacao foi tratado com 20 mg de RNAseA a
37°C por 2 horas.

A precipitacdo do DNA foi realizada pelo acréscimo de 1000 uL de etanol
absoluto gelado ao sobrenadante tratado, cuja solugao homogeneizada foi mantida a
-20°C por 12 horas. A seguir, procedeu-se a centrifugacao dos tubos a 12.000 x g, a
10°C, por 20 minutos, visando a obtencao do pellet de DNA, o qual foi lavado com
1000 pL de alcool etilico 70%, sob nova centrifugacao. Apds a lavagem, o pellet de
DNA foi seco em estufa a 50°C por 30 minutos, e suspendido em 60 pL de solugao
TE 10:175.

A quantidade e qualidade do DNA foram mensuradas em espectrofotdmetro
Nanodrop 1000'6. A relagdo da absorbancia entre os comprimentos de onda de 260 e
280 nm resulta no valor referente a qualidade do DNA, desejavel entre 1,8 e 2,0
(SAMBROOK; RUSSELL, 2001). Ja a integridade do DNA foi observada em gel de
agarose 1% (p/v) contendo brometo de etidio (0,5 pg/mL), visualizado sob luz UV em

equipamento de fotodocumentagcdo GEL DOC XR'.

14 Eppendorf

510 mM de Tris-HCI, pH 8,0; 1 mM de EDTA pH 8,0
6 Thermo Scientific

7 BioRad
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3.3. Sequenciamento da regiao ITS rDNA e dos genes GPDH e TEF1

A amplificacao da regiao ITS rDNA foi realizada pela utilizagao do conjunto de
primers ITS1/ITS4 (WHITE et al., 1990), para amplificacdo de um fragmento de 650
pb. Por sua vez, o fragmento do gene GPDH, de cerca de 750 pb, foi amplificado
utilizando-se os primers GDF1/GDH2 (GUERBER et al., 2003; GLIENKE et al., 2011).
Ja para amplificacao de um fragmento do gene TEF1, foi selecionada a combinacao
de primers EF1-728F/EF2 (CARBONE; KOHN, 1999; O’'DONNELL et al., 1998), cujo
produto de PCR é de 450 pb.

A reacao de amplificacao dos fragmentos foi composta por tampéao 1x (20 mM
Tris-HCI pH 8,4; 50 mM KCI), 2 mM MgClz, 0,2 mM dNTP’s, 0,5 U de Platinum® Taq
DNA polimerase'®, 4 pmol dos primers especificos, 60 ng de DNA gendmico e agua
pura esterilizada para 20 pyL. A amplificacdo ocorreu em um termociclador Nexus'
programado para realizar um ciclo a 95°C por 3 minutos, 35 ciclos a 94°C por 40
segundos, 60°C por 40 segundos e 72°C por 1 minuto e, para concluir, um ciclo de 10
minutos a 72°C. O produto de PCR amplificado foi entao submetido a PCR de
sequenciamento utilizando-se o kit BigDye® Terminator?® segundo instrucdes do
fabricante, cuja programacédo de termociclagem foi a mesma utilizada para
amplificacéo inicial dos fragmentos, porém com 41 ciclos.

Os produtos da PCR de sequenciamento foram precipitados em 80 uL de
isopropanol 75% (v/v) sob centrifugacdo a 2200 x g por 55 minutos a 14°C.
Posteriormente, a fase liquida foi descartada e o precipitado foi lavado com 180 pL de
etanol 70% (v/v) sob centrifugagdo a 1980 x g por 10 minutos. Descartou-se
novamente o sobrenadante e procedeu-se uma centrifugacao da placa de PCR
invertida a 200 x g para possibilitar a rapida evaporacao do etanol. A secagem foi
concluida em estufa aquecida a 50°C por 10 minutos. Em seguida, o produto da PCR
de sequenciamento foi submetido a desnaturacdo a 95°C por 5 minutos em

formamida?'.

18 Invitrogen

19 Eppendorf

20 Applied Biosystems

21 Hi-Di™ Formamide (Life Technologies)
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A leitura das sequéncias de nucleotideos foi realizada em um sequenciador
ABI3100?2. A qualidade de bases dos eletroferogramas e as sequéncias consenso
foram obtidas pelo pacote de programas Phred/Phrap/Consed (EWING; GREEN,
1998; GREEN, 1996; GORDON et al., 1998). O corte das extremidades das
sequéncias consenso foi realizado admitindo-se bases com qualidade Phred igual ou
superior a 20. As sequéncias de DNA qualificadas foram entdo comparadas a outras
sequéncias depositadas no banco de dados GenBank?? através da ferramenta BLAST
(ALTSCHUL et al., 1990).

Para as analises filogenéticas, as sequéncias ITS, GPDH e TEF1 do estudo,
aquelas de espécies-tipo de Phyllosticta spp. depositadas no banco de dados (WIKEE
et al., 2013b) e as que compuseram o0 grupo externo, referentes as espécies
Colletotrichum gloeosporioides, Botryosphaeria sarmentorum e Diplodia mutila, foram
alinhadas separadamente por MUSCLE (EDGAR, 2004) utilizando-se o software
MEGA 6.06 (TAMURA et al, 2013). O mesmo software foi empregado na
determinagao do modelo evolutivo mais adequado para ser aplicado as sequéncias
do estudo nas analises bayesianas, segundo o critério de informacao de Akaike (AIC)
(POSADA; BUCKLEY, 2004). Dessa forma, as arvores filogenéticas foram geradas
pelo software MrBayes 3.2.3 (RONQUIST; HUELSENBECK, 2003) utilizando-se o
modelo de substituicdo de Kimura-2 (KIMURA, 1980), distribuicdo Gamma e o
algoritmo Markov Chain Monte Carlo (MCMC), programado para executar as analises
em quatro cadeias simultaneamente, sendo trés quentes e uma fria. Foram realizadas
quatro corridas independentes com 1.000.000 de geragdes, sendo as cadeias
amostradas a cada 200 geracgdes. Ao final das analises, cujo desvio padrao desejavel
é de 0,01, 25% das arvores geradas foram descartadas como burn-in. O filograma
gerado pelo MrBayes foi editado graficamente pelo software TreeGraph 2.3.0
(STOVER; MULLER, 2010).

22 Applied Biosystems
23 www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank
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3.4. Marcadores moleculares AFLP

A técnica AFLP é composta por quatro etapas. Primeiramente, o DNA
gendémico integro é digerido, concomitantemente, por duas enzimas de restricao,
sendo uma de corte raro, EcoRI?*, e outra de corte frequente, Msel®. Aos fragmentos
gerados sao ligados adaptadores, cujas sequéncias sdo complementares as
extremidades coesivas dos mesmos, por meio da enzima T4 Ligase. A seguir, a PCR
de pré-amplificacéo permite a sele¢cao dos fragmentos clivados em uma extremidade
pela EcoRl e na outra pela Msel. Para tanto, adicionalmente a sequéncia dos
adaptadores, os primers da PCR pré-seletiva possuem um nucleotideo complementar
na sua extremidade 3. Na etapa de amplificacao seletiva, por sua vez, podem ser
acrescentados mais um a dois nucleotideos a esta extremidade dos primers,
resultando assim na selecao refinada dos fragmentos. Nesta ultima etapa os primers
ligantes a extremidade EcoRIl podem ser marcados com fluorescéncia.

Todas as etapas que compdem o AFLP devem ser realizadas com acuracia
para que a eficiéncia das PCRs possibilite a correta deteccédo das bandas ao final do
processo. Dessa forma, as rea¢des foram otimizadas para o material genético em
estudo (Figura 3), empregando-se apenas as programac¢des de amplificacdo dos
fragmentos conforme sugerido pelo fabricante do kit AFLP™ Microbial Fingerprint®
(Tabela 2).

A procura por bandas diferenciais entre os isolados obtidos no ano de 2005 e
2012 foi realizada mediante o teste das 64 combina¢des de primers disponiveis no kit
(Figura 4). Apos a realizagcao dos testes, foram selecionadas quatro combina¢des para
compor as analises, EcoRI-AG/Msel-G, EcoRI-AC/Msel-C, EcoRI-AG/Msel-C e
EcoRI-AA/Msel-CC. Os fragmentos foram separados por eletroforese em capilar em
um sequenciador ABI3100%", e mensurados segundo o padrdao de tamanho molecular
GeneScan ROX5002 (Figura 5).

24 EcoRI (5’ - GJAATTC - 3) e (3’ - CTTAATG - 5')
25 Msel (5" - T|TAA-3) e (5 - AATIT -3))

26 Applied Biosystems

27 Applied Biosystems
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Restricdo do DNA genémico

BSAL2
Mse I

Eco RI*
DNA

Agua qg.s.p.

Tamp3o Msel! 1X

0,01%/
0,5U
2,5U

500 ng

10 pL

Ligacdo dos Adaptadores

Tampéo T4! 1X

T4 Ligase ! 0,5U
Adapt. Mse3* 1,1 uM
Adapt. Eco3* 0,1 uM
DNAclivado 3,7 uL

|

1Reagentes Invitrogen;

2Bovine Serum Albumin;
3 Os adaptadores sdo desnaturados, separadamente, a 95°C por 5 minutos antes de compor a reagéo;
4 Kit AFLP™ Microbial Fingerprint (Applied Biosystems);
> Tampé&o, dNTPs e AmpliTaq® DNA polimerase;
6 Primers EcoRI marcados com fluorescéncia FAM (azul), NED (amarelo) ou JOE (verde).

Core mix*>  7,5uL

A

Primer Mse* 0,25 uM

Primer Eco* 0,25 uM

DNA com

adaptadores
diluido na proporgao
1 uLDNA:8 uL de TE

2 uL

Core mix4°> 7,5uL
Primer Mse* 0,25 uM
Primer Eco*® 0,25 uM
Produto de
PCR da reacdo
pré-seletiva

0,75 puL

Figura 3. Composicao das rea¢des para o emprego dos marcadores moleculares

AFLP em espécies de Phyllosticta.

Msel-A
EcoRI-A FAM Msel-C
EcoRI-C NED Msel-G
EcoRI-G JOE Msel-T
EcoRI-T JOE Msel-CA
EcoRI-AA JOE Msel-CC
EcoRI-AC FAM Msel-CG
EcoRI-AG JOE Msel-CT
EcoRI-AT NED

-

Figura 4. Opcdes de primers do kit AFLP™ Microbial Fingerprint para a reagédo

(amarelo) e JOE (verde).

seletiva, totalizado 64 combinacdes possiveis. Primers ligantes a

extremidade EcoRl marcados com fluorescéncias FAM (azul), NED
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Tabela 2. Programacodes de termociclagem para amplificacao pré-seletiva e seletiva.

Passo unico

Ciclos

N° de ciclos

Reacao Pré-Seletiva

72°C por 2 min.

94°C - 20 sec. 56°C -30sec. 72°C -2 min.

20

Reacao Seletiva

94 °C por 2 min.

60 °C por 30 min.

94°C - 20 sec.
94°C - 20 sec.
94°C - 20 sec.
94°C - 20 sec.
94°C - 20 sec.
94°C - 20 sec.
94°C - 20 sec.
94°C - 20 sec.
94°C - 20 sec.
94°C - 20 sec.
94°C - 20 sec.

66°C - 30 sec.
65°C - 30 sec.
64°C - 30 sec.
63°C - 30 sec.
62°C - 30 sec.
61°C - 30 sec.
60°C - 30 sec.
59°C - 30 sec.
58°C - 30 sec.
57°C - 30 sec.
56°C - 30 sec.

72°C - 2 min.
72°C - 2 min.
72°C - 2 min.
72°C - 2 min.
72°C - 2 min.
72°C - 2 min.
72°C - 2 min.

72°C - 2 min

72°C - 2 min.
72°C - 2 min.
72°C - 2 min.

F e e S e N e U U O

N
o

Figura 5. Padrao de tamanho molecular GeneScan ROX500, composto pelos
fragmentos de 35, 50, 75, 100, 139, 150, 160, 200, 245, 300, 340, 350,
400, 450, 490 e 500 pb.
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Os eletroferogramas obtidos pela leitura dos fragmentos por eletroforese em
capilar foram transformados em projetos de analises pelo software GeneScan 3.7%.
Tais projetos foram analisados utilizando-se o software Genotyper 3.7%8, no qual os
picos correspondentes aos fragmentos foram selecionados manualmente, a fim de
compor a matriz binaria com acuracia, sendo a presenc¢a de um fragmento de mesmo
tamanho molecular representada pelo numero 1, e a auséncia pelo zero.

A matriz binaria composta pela analise dos quatro conjuntos de primers
empregados foi convertida em matriz de distancia (NEI; LI, 1979) pelo software PAUP
4.0b10 (SWOFFORD, 2002). O mesmo software foi utilizado na obtencdo do
dendrograma, gerado pelo método de agrupamento neighbor-joining (SAITOU; NEI,
1987), com bootstrap de 1000 repeticoes (FELSENSTEIN, 1985). O dendrograma
gerado pelo PAUP foi entdo editado graficamente pelo software TreeGraph 2.3.0
(STOVER; MULLER, 2010).

A matriz binaria também foi utilizada para a realizagdo da andlise AMOVA?° e
obtencdo dos valores de Fst3® (EXCOFFIER; SMOUSE; QUATTRO, 1992) pelo
software Arlequin 3.5.1.2 (EXCOFFIER; LISCHER, 2010). Os valores de Fsr, por sua
vez, foram utilizados no calculo do fluxo génico, cujo numero de migrantes por
geracao, Nm, é igual a (1-Fs1)/4Fst (COCKERHAM; WEIR, 1993). Se Nm < 1, a
populacéo local tende a uma diferenciagcao, porém, se Nm = 1, entdo ha uma pequena
diferenciacao entre populagdes, e a migracao nesse caso, € mais importante do que
a deriva genética (WRIGHT, 1951).

3.5. Isolamento e clonagem de fragmentos de DNA obtidos pelo AFLP

Apds a identificacao de bandas diferenciais entre as populacdes de Phyllosticta
de 2005 e 2012, as amostras selecionadas foram aplicadas em gel de poliacrilamida
6% e coradas com prata segundo metodologia descrita por Creste, Tulmann-Neto e
Figueira (2001). Os fragmentos de interesse foram excisados do gel de poliacrilamida,

colocados em eppendorfs contendo 50 uL de TE 10:1 e mantidos em solugéo por 12

28 Applied Biosystems

29 Analysis of Molecular Variance

% [ndice de fixacdo (Fst) = Variacdo entre populagdes/(Variagéo entre populagdes + variagdo dentro
das populagdes)
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horas a 4°C. Apds esse periodo, as amostras foram submetidas a um choque térmico
de 60°C por 2 horas, seguido de trés ciclos de congelamento e descongelamento,
visando a recuperacao do fragmento de DNA do gel.

A seguir, realizou-se a reamplificacdo das amostras utilizando-se o par de
primers AFLP da reacédo seletiva (EcoRI-AG/Msel-G, EcoRI-AC/Msel-C, EcoRI-
AG/Msel-C ou EcoRI-AA/Msel-CC) correspondente a origem de cada fragmento
selecionado. A reacéo foi composta de Tampao 1x (20 mM Tris-HCI pH 8,4; 50 mM
KCl), 2 mM MgClz, 0,2 mM dNTP’s, 1,25 U de Platinum® Taq DNA polimerase®!, 20
mM de cada primer, 15 pL da solugdo de TE 10:1 contendo o fragmento recuperado
e agua milli-Q para 25 pL. O programa de termociclagem utilizado foi 0 mesmo
aplicado para a reacao seletiva do AFLP (Tabela 2). O produto de amplificacao desta
reacao foi submetido a uma PCR-nested®, utilizando-se a mesma metodologia
descrita anteriormente, a fim de possibilitar a visualizagdo dos fragmentos em gel de
agarose.

A partir da eletroforese em gel de agarose, os fragmentos de interesse contidos
nos produtos de PCR reamplificados, foram novamente purificados utilizando-se o kit
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System33, segundo instrugdes do fabricante.
Apébs a purificagdo, mensurou-se a quantidade e qualidade do fragmento de DNA
purificado em espectrofotdmetro Nanodrop10003.

A clonagem dos fragmentos de DNA purificados foi entao realizada no vetor
pJET1.2, do CloneJET PCR Cloning Kit*®, segundo instrucbes do fabricante. Em
seguida, os plasmidios recombinantes foram inseridos em células competentes de
Escherichia coli, cepa DH10B, por choque térmico a 42°C por 90 segundos. As células
transformadas foram semeadas em placas de Petri contendo meio de cultivo LB3®
Agar com ampicilina (100 pg/mL), a qual impede o desenvolvimento de col6nias nao
transformadas. Apds 18 horas de incubacgao a 37°C, as coldnias desenvolvidas foram
coletadas e transferidas para tubos eppendorf de 2,0 mL contendo meio de cultivo
liquido LB. As células foram multiplicadas sob agitacdo a 37°C por cerca de 6 horas

31 Invitrogen

%2 Reagao de PCR na qual se utiliza um produto de PCR como amostra de DNA
33 Promega

34 Thermo Scientific

35 Triptona 1%, Extrato de levedura 0,5%, NaCl 85 mM
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e, entao submetidas a extragcao plasmidial por lise alcalina, segundo protocolo descrito
por Sambrook e Russell (2001).

O sequenciamento dos fragmentos clonados foi realizado utilizando-se o
conjunto de primers do vetor pJET1.2%. As reacdes de sequenciamento, analises de
qualidade das bases e obtencdo das sequéncias consenso foram realizadas de
acordo com a metodologia descrita no item 3.3 do presente trabalho.

As sequéncias consenso qualificadas foram entdo comparadas com
sequéncias de aminoacidos depositadas no banco de dados GenBank®’, por meio da
ferramenta Blastx, e no banco de dados Uniprot38, pela ferramenta Blast (ALTSCHUL
et al., 1990).

3.6. Testes de sensibilidade a fungicidas

Para o teste de sensibilidade a fungicidas, os isolados de Phyllosticta foram
selecionados de acordo com a sua origem e posicao no dendrograma do AFLP. Foram
avaliados trés ingredientes ativos dentre os mais aplicados nos pomares de citros nos
ultimos anos: (i) piraclostrobina e trifloxistrobina, do grupo das estrobilurinas e, (i)
carbendazim, do grupo dos benzimidazdis (Tabela 3).

Tabela 3. Ingredientes ativos testados no controle in vitro de espécies de Phyllostica.

Grupo Ingrediente Dose
p p 9 . Nome Marca Lote recomendada
quimico ativo g
Estrobilurina Piraclostrobina Comet® Basf 1491107500 3,759/100L ou
37,5 pg/mL
T . . Flint® 59/100L ou
Estrobilurina  Trifloxistrobina 500WG Bayer 008126000 50 pg/mL
Benzimidazol Carbendazim Carbendazim Nortox 1131325920 25g/100L ou
250 pg/mL

* Dose recomendada dos ingredientes ativos dos fungicidas Comet® e Flint® para o controle de
Phyllosticta citricarpa, agente causal da Mancha Preta dos Citros, e do fungicida Carbendazim

Nortox® para o controle de Elsinoe fawcettii, agente causal da verrugose dos citros.

36 CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Scientific)
37 NCBI - National Center for Biotechnology Information
38 http://www.uniprot.org/
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Ensaios para a selecao da escala logaritmica de concentracdo dos ingredientes
ativos precederam os testes. Para tanto foram testadas as escalas de concentragdo:
(i) 0,001; 0,01; 0,1; 1,0; 10,0; 100,0 pg i.a./mL e, (ii) 0,005; 0,05; 0,5; 5,0; 50,0; 500,0
hg i.a./mL. Solugdes/suspensdes estoques de 100 e 1 mg i.a./mL, preparadas em
agua milli-RO esterilizada, foram utilizadas para a preparacao do meio de cultivo BDA
fundente, a 55°C, nas concentragcdes desejadas de ingredientes ativos. Os ensaios
foram realizados em placas de Petri de 90x15 mm, no centro das quais, foi depositado
um disco de coldnia dos isolados, de 6 mm de diametro. As placas foram incubadas
em estufas para BOD a 28°C + 1°C, no escuro, por 14 dias.

Com base nos resultados dos ensaios, foram selecionadas as escalas de
concentracao 0,05; 0,5; 5,0; 50,0 e 500,0 pg i.a./mL para piraclostrobina e
trifloxistrobina, e 0,005; 0,05 e 0,5 pg i.a./mL para o carbendazim. Empregou-se o
delineamento inteiramente casualizado, com trés repeticdes, sendo cada unidade
amostral constituida por uma placa de Petri. Para validagéo e maior confiabilidade dos
dados obtidos, alguns isolados foram selecionados aleatoriamente para a repeticéo
dos experimentos.

As avaliagcbes consistiram na determinacdo do diametro médio das coldnias,
medido em dois sentidos perpendiculares entre si, determinados apds 7 e 14 dias de
incubagdo. Os valores de PIC® foram utilizados na determinagdo do EC50%° e nas
analises de variancia, realizadas pelo teste de Scott e Knott (1974) por meio do
programa computacional AgroEstat, Versao 1.1.0.711 (BARBOSA; MALDONADO,
2014).

39 Porcentagem de Inibicdo do Crescimento Miceliano
PIC= (Diametro da testemunha-diametro do tratamento).100

didmetro da testemunha

40 Concentragao de fungicida necessaria para inibir 50% do crescimento miceliano
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4. RESULTADOS

4.1. Amostragem e obtencao dos isolados de Phyllosticta spp.

A colecao de isolados de Phyllosticta spp., obtida em 2005, é composta, em
sua maioria, por isolados provenientes de lesdes cujos sintomas sao dos tipos falsa
melanose, mancha sardenta e, em minoria, mancha dura. Ja na cole¢cao obtida em
2012, a maioria dos isolados provieram de tecidos cujas lesdes eram prevalentemente
mancha dura e mancha sardenta. Os isolados foram nomeados de acordo com sua
origem, da seguinte forma: (i) variedade: ‘Valéncia’ (V) ou ‘Pera’ (P); (ii) tipo de
amostragem: 1 fruto/planta (VC e PC) ou 25 frutos por planta (IV e IP); (iii) idade da
colecao: acréscimo da letra ‘N’ ao final do cédigo referente a colecao de 2012; (iv)
numero do isolado; e (v) tipo de sintoma: ultimo numero do cédigo, localizado apds
um ponto, sendo o ‘1’ referente a mancha dura, 2’ a falsa melanose e ‘3 a mancha
sardenta (Tabela 4 e Figura 6).

Embora o isolamento tenha sido realizado apenas de tecidos contendo lesdes
com sintomas caracteristicos da MPC, a cole¢cao de 2012 é também contemplada por
seis isolados com coldnias caracteristicas da espécie P. capitalensis, endofitica para
os citros (BAAYEN et al., 2002; WICKERT et al., 2014) (Figura 6). Tais isolados foram
codificados seguindo-se 0s mesmos critérios adotados para P. citricarpa (Tabela 4).

Junto aos isolados da coleg¢ao de 2005, foi acrescido o NC10.1, da espécie P.
citricarpa, oriundo de fruto de laranjeira ‘Natal’, obtido na mesma propriedade citricola
onde foram realizadas as demais amostragens. Este isolado, em estudos anteriores,
apresentou caracteristicas morfoldgicas distintas dos demais, nao produzindo halo
amarelo em meio de cultivo aveia-agar, caracteristico para a espécie P. citricarpa
(BALDASSARI; WICKERT; GOES, 2008; WANG et al.,, 2012). Também, visando
estabelecer relacdo entre amostras brasileiras e de outros paises, foram
acrescentados as analises isolados de P. citricarpa da Argentina e Uruguai, obtidos
no ano de 2005, e um isolado de P. capitalensis, dos Estados Unidos da América,
obtido em 2001 (vide Tabela 1).
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Tabela 4. Numero de isolados com colbénias caracteristicas de Phyllosticta
citricarpa recuperados da colecao de 2005 e obtidos em 2012,
segundo a variedade de laranjeira, amostragem e tipos de sintomas
da Mancha Preta dos Citros dos quais os mesmos foram obtidos.

Variedade o a4 : N° total
<1 N° de isolados/
Ano de Amostragem Caddigo . de
. . Sintomas* .
laranjeira isolados
1 2 3
N At s 1 fruto/planta VC 3 5 12 20
2005 ‘Valencia 25 frutos/planta v - 8 14 22
. , 1 fruto/planta PC 3 13 7 23
2005 Pera 25 frutos/planta IP 4 10 - 14
Total de isolados recuperados da colecao de 2005 79
A e 1 fruto/planta VCN 21 - 8 29
2012 “Valencia 25 frutos/planta IVN 16 - 8 24
. , 1 fruto/planta PCN 23 - 10 33
2012 “Pera o5 frutos/planta ~ IPN 22 - 7 29
Total de isolados obtidos em 2012 115

* Cadigo dos sintomas: 1 - Mancha Dura; 2 - Falsa Melanose; 3 - Mancha Sardenta

Figura 6. Isolados cujas colbnias apresentaram morfologia caracteristica das

espécies Phyllosticta citricarpa (PCN3.1) e Phyllosticta capitalensis
(VCN13.3).
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4.2. Sequenciamento da regiao ITS rDNA e dos genes GPDH e TEF1

As sequéncias qualificadas das regides ITS, GPDH e TEF1 foram compostas,
em média, respectivamente, por 520, 580 e 360 pb. Todas as sequéncias obtidas
apresentaram de 99 a 100% de similaridade com sequéncias de Phyllosticta do banco
de dados, cujo e-value*! apresentou valor igual a zero. Dessa forma, os 80 isolados
pertencentes a colecao de 2005, incluindo o NC10.1, foram identificados como P.
citricarpa. Por outro lado, dentre os 115 isolados da colecdao de 2012, seis
apresentaram similaridade com sequéncias de P. capitalensis, sendo estes VCN13.3,
VCN25.1, VCN29.1, PCN6.3, IVN14.1 e IPN20.1, e os demais com sequéncias de P.
citricarpa. Quanto aos isolados estrangeiros, confirmou-se a identificacdo realizada
previamente em seus paises de origem, sendo o isolado Gm008 pertencente a P.
capitalensis e os demais a P. citricarpa.

A partir do alinhamento individual das sequéncias ITS, GPDH e TEF1 foram
identificados, respectivamente: (i) 41 SNPs* em sequéncias de P. citricarpa e 14 em
P. capitalensis; (ii) 14 SNPs em P. citricarpa e 2 em P. capitalensis; e (iii)) 3 SNPs em
P. citricarpa e 7 em P. capitalensis. De fato, regides intergénicas, nao codificadoras,
acumulam maior taxa de mutacdes em detrimento de sequéncias codificadoras de
genes conservados.

Verificou-se que maior quantidade de isolados de P. citricarpa da colec¢ao de
2012 acumulou sitios variaveis em suas sequéncias em relagcéo aqueles da colegéo
de 2005. Ainda referente a colecao de 2012, notou-se maior quantidade de haplétipos
nas populacdes de ‘Valéncia’, em especial na VCN, em relacdao as de ‘Pera’.
Guardadas as devidas proporcdes, este fato foi observado tanto em sequéncias ITS
quanto em GPDH (Tabela 5).

41 E-value é o valor do ruido referente a procura aleatéria por sequéncias homologas do banco de dados
a sequéncia alvo. Admite-se que quanto mais proximo de zero este valor se encontra, maior é a
significancia do alinhamento entre as sequéncias.

42 Single Nucleotide Polymorphism
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Tabela 5. Numero e porcentagem de isolados de Phyllosticta citricarpa de cada
populacdo em cujas sequéncias foram identificados SNPs (Single

Nucleotide Polymorphism).

Colecao Cddigo Numero de haplétipos
ITS GPDH TEF1

N° % N° % N° %

VC 4 20% 0 0% 0 0%
v 2 9% 0 0% 1 4,5%

2005 PC 5 21,7% 1 4,3% 0 0%

IP 1 71% 0 0% 0 0%

VCN 14 53,8% 5 19,2% 0 0%

2012 IVN 4 17,4% 2 8,7% 0 0%
PCN 6 18,7% 2 6,2% 2 6,2%

IPN 2 71% 2 7,1% 0 0%

As trés arvores filogenéticas, resultantes do alinhamento das sequéncias ITS,
GPDH e TEF1 separadamente, apresentaram igual agrupamento entre os isolados.
Dessa forma, optou-se pela representacao do filograma obtido pelas sequéncias ITS,
com valores de confiabilidade dos ramos referentes as trés arvores. Para tanto, foram
selecionadas 39 sequéncias de haplotipos identificados nas populagcbes de P.
citricarpa. As demais sequéncias de P. capitalensis, dos isolados estrangeiros e do
banco de dados também foram incluidas nas analises (Figura 7).

Mediante analise do filograma, observou-se que os isolados foram agrupados
de acordo com a espécie a qual pertencem. Dentre os isolados de P. citricarpa, o
VCN21.1, o NC10.1 e o 8Arg. destacaram-se em relacdo aos demais. O VCN21.1
possui algumas variagdes génicas diferentes dos demais isolados. O NC10.1, por sua
vez, se diferenciou dos demais isolados de P. citricarpa em estudos anteriores por ndo
apresentar a formacao do halo amarelo, caracteristico da espécie, em meio de cultivo
aveia-agar. Ja o 8 Arg., assim como os isolados 5Arg. e 6Arg., que formaram um
subgrupo dentro do agrupamento da espécie P. citricarpa, sdo oriundos da Argentina,
e portanto, podem conter variagcdes génicas diferentes das encontradas nos isolados
brasileiros. Quanto ao agrupamento da espécie P. capitalensis, dentre os seis isolados
brasileiros, notou-se a formacao de dois subgrupos, IVN14.1 e PCN6.3, e, VCN25.1 e
VCN29.1, o que demonstrou maior variabilidade genética entre isolados desta espécie

em relacao aos de P. citricarpa.
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Figura 7. Andlise bayesiana de sequéncias ITS de isolados de Phyllosticta

citricarpa, P. capitalensis, de espécies-tipo de Phyllosticta spp. do banco

de dados GenBank (marcadas com *), assim como de sequéncias que

compdem o grupo externo. Os trés valores de confiabilidade dos ramos

sao referentes aqueles obtidos nos agrupamentos com sequéncias ITS,

GPDH e TEF1, respectivamente.
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4.3. Marcadores moleculares AFLP

Mediante o emprego dos marcadores AFLP, constatou-se que os isolados de
P. citricarpa e P. capitalensis apresentaram perfis genéticos distintos entre si, e
portanto, foram agrupados separadamente. Em todos os Grupos do dendrograma
observou-se que isolados com antecedentes em comum como épocas de coleta, tipos
de amostragens, variedades de laranjeiras e tipos de sintomas dos quais provieram,
por vezes pertenciam aos mesmos subgrupos, porém, nao como regra (Figuras 8, 9,
10 e 11). Também, observou-se que nao houve relacao entre gendtipos especificos
do fungo e os tipos de sintomas da MPC os quais ocasionaram.

Levando-se em consideracao tanto a variavel tempo de coleta quanto as
variedades de laranjeiras dos quais os isolados provieram, notou-se uma nitida
distincao entre os isolados de ‘Valéncia’ de 2005, que foram agrupados principalmente
no Grupo 1 do dendrograma, e os demais isolados advindos da mesma propriedade
citricola, os quais foram, em sua maioria, agrupados no Grupo 2 (Figura 8).

Dessa forma, observou-se que o Grupo 1 foi formado essencialmente pelos
isolados das populagdes IV e VC, de 2005, pelo isolado NC10.1, também obtido em
2005, e pelos da Argentina e Uruguai, sendo este um indicativo de que tal gendtipo
nao é especifico do micro-habitat amostrado. Entretanto, foram notadas algumas
excecoes neste Grupo, como a presenca de trés isolados de ‘Valéncia’ da colecao de
2012 e cinco isolados de ‘Pera’ de 2005 (Figura 8 e 9).

Os isolados das demais populagdes de ‘Valéncia’ de 2012 (VCN e IVN) e de
‘Pera’, 2005 (PC e IP) e 2012 (PCN e IPN), foram agrupados segundo as suas
relacoes genéticas nos Grupos 2.1, 2.2, 2.3 e 2.4 do dendrograma (Figuras 10 e 11).
Novamente foram observadas excecdes. Cinco isolados de ‘Valéncia’ da populagao
IV, representando 11% da colecao de ‘Valéncia’ de 2005, foram encontrados entre o0s
isolados dos Grupos 2.1 e 2.2 (Figuras 8, 10 e 11). Destaca-se também que o isolado
VCN21.1 nao foi agrupado junto aos demais, embora esteja inserido no grupo
especifico da espécie P. citricarpa. Tal resultado corrobora os obtidos com o
sequenciamento génico.

Em termos gerais, as médias dos valores das distancias genéticas (DG) entre

os isolados que compuseram uma mesma populacao, VCN, IVN, PCN, IPN, VC, IV,
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PC e IP, foram semelhantes entre si, em torno de 0,035. Os maiores valores de DG
verificados entre isolados das populacdes de P. citricarpa foram entre aqueles
pertencentes as populacdes de ‘Valéncia’ de 2005 e de ‘Pera’ 2012 (0,06), e entre os
de ‘Valéncia’ de 2005 e de 2012 (0,056). Ja entre os isolados de P. capitalensis a
média da DG foi de 0,12, sendo este um indicativo de maior diversidade genética entre
isolados desta espécie, em relagao aos de P. citricarpa.

_[E 89% dos isolados VC e IV (2005)

+
_E NC10.1 (2005)

+
. _r_C 100% isolados P. citricarpa
estrangeiros (2005) Grupo 1
+
13% dos isolados PC e IP (2005)
+
B 5,6% dos isolados VCN e IVN

(2012) Phyllosticta citricarpa

— — 87% dos isolados PC e IP (2005)
+ Grupo
100% dos isolados PCN e IPN
(2012)

— + Gru po

. 94,4% dos isolados VCN e IVN
—_ (2012)
| - +

11% dos isolados ‘Valéncia’ _ _

C (2005) Grupo 2.4
—

LE Phyllosticta capitalensis

Figura 8. Agrupamento neighbor-joining resultante da analise com marcadores
AFLP de isolados de Phyllosticta citricarpa e Phyllosticta capitalensis.

Sumula da composicao dos Grupos 1 e 2 do dendrograma.
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Por meio dos marcadores AFLP foram identificados 313 loci, dos quais
mostraram-se polimoérficos: (i) 57 loci entre as populagdes PC e IP; (ii) 50 loci entre as
populagcdes PCN e IPN; (iii) 49 loci entre as populacdes VC e IV; (iv) 82 loci entre as
populacbes VCN e IVN; e (v) 70 loci entre os seis isolados de P. capitalensis
brasileiros. Novamente, ressalta-se que o maior numero de loci polimérficos
encontram-se entre as populagbes de ‘Valéncia’ de 2012, o que corrobora 0s
resultados do numero de hapldétipos obtidos pelo sequenciamento. Um breve
comparativo com o numero de loci polimérficos encontrados para C. gloeosporioides
(de 745, dentre 920 loci), utilizando-se 0 mesmo método empregado no presente
estudo (SOUZA et al., 2013), € demonstrativo do baixo polimorfismo entre individuos
da espécie P. citricarpa.

A significativa diversidade genética entre os isolados das populacdes de
‘Valéncia’ de 2005 e de 2012 foi confirmada pela analise de varidncia. Segundo a
AMOVA, a porcentagem de variagao genética dos isolados de ‘Valéncia’ pertencentes
a uma mesma colecao foi de 63,08%, e entre as colecdes de 2005 e 2012, foi de
36,92%, cujo valor de Fst foi de 0,37 (P < 0,0001). Ja os isolados de ‘Pera’ de uma
mesma colecdo apresentaram variacao genética entre si de 99,62%, e entre as
colegcbes de 2005 e 2012, de apenas 0,38%, cujo Fst correspondente foi 0,0038
(P<0,0001). Baseado nos valores de Fsr, o fluxo génico (Nm) calculado mostrou que
a populacao de ‘Valéncia’ passou por um processo de diferenciacao genética
(Nm=0,43) durante o intervalo de tempo avaliado. No mesmo periodo, as populacdes
de ‘Pera’, por sua vez, ja estavam avancadas em tal processo e encontravam-se em
migracao (Nm=65). Tais considera¢des podem embasar a identificacao de excecdes
nos agrupamentos, apontadas anteriormente.

Adicionalmente, foi também detectada variacdo genética entre isolados
oriundos de um mesmo fruto, porém advindos de sintomas diferentes. Considerando
todas as populagdes do estudo, 10 duplas de isolados compartilham tal caracteristica.
Pela analise da localizagao de tais isolados no dendrograma, organizado apenas com
tais amostras (Figura 12), observou-se que isolados oriundos de um mesmo fruto,
porém de sintomas diferentes nao foram agrupados no mesmo subgrupo, como regra.
Por exemplo, o isolado VCN11.3, oriundo de sintoma de mancha sardenta encontra-

se no subgrupo A, enquanto o isolado VCN11.1, obtido do mesmo fruto, porém de
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sintoma de mancha dura, encontra-se no subgrupo B, e assim sucessivamente.
Excecao observada apenas para os isolados VC20.1 e VC20.2, oriundos de lesbes
de mancha dura e falsa melanose, respectivamente. Especula-se que tal variacao
genética ocorre especialmente entre isolados advindos de sintomas que produzem

estruturas reprodutivas do fungo.

100 ~Vc20.2
Lvcz2o.1
VCN11.3

100 100 ——PCN6.3

100 100 —PC17.2 Subgrupo A
[PENZE.l
100 PCN]
100 [PCN11.1
VCN9.3

100 VCN11.1
[Pt‘m?ﬂ.i

100
100 PC17.3
100 _| )
100 PCN26.3 |Subgrupo B

VCN21.3

100
100 —PCN11.3
100 _|
PCN6.1
9 —PCN20.3
L\VCN9.1

Subgrupo C

VCN21.1

Figura 12. Agrupamento neighbor-joining dos isolados de Phyllosticta citricarpa
oriundos de um mesmo fruto, porém de diferentes sintomas, os quais

encontram-se ilustrados com a mesma cor.
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4.4. Isolamento e clonagem de fragmentos de DNA obtidos pelo AFLP

Bandas diferenciais, resultantes da aplicacdo dos marcadores AFLP, foram
isoladas mediante aplicacdo das amostras em gel de poliacrilamida, purificadas,
clonadas e sequenciadas. As amostras que apresentaram similaridade com
sequéncias de aminoacidos dos bancos de dados continham: (i) um fragmento de 157
pb resultante da PCR seletiva com os primers EcoRI-AC/Msel-C (FAM), identificado
apenas nos isolados que compuseram o grupo 2 do dendrograma (Figuras 10 e 11),
e (ii) um fragmento de 134 pb resultante da PCR seletiva com os primers EcoRI-
AG/Msel-C (JOE), presente na maioria dos isolados que compuseram o grupo 2 do
dendrograma, em cinco isolados da colecao de ‘Valéncia’ de 2005 e no NC10.1
(Figura 13).

O fragmento de 157 pb também foi encontrado em isolados da espécie P.
capitalensis, sendo estes IPN20.1, IVN14.1, PCN6.3, VCN13.3 e VCN29.1. A
sequéncia desse fragmento apresentou similaridade com sequéncias de aminoacidos
da familia de transportadores ATP-binding cassette (ABC) (Tabela 6), a qual esta
relacionada a tolerancia do fungo a varios estresses abidticos, incluindo compostos
citotoxicos e fungicidas (ABOU et al., 2013; KIM et al., 2014). Ja o fragmento de 134
pb nao foi encontrado em isolados de P. capitalensis e apresentou similaridade com
sequéncias de aminoacidos da NADH desidrogenase (Tabela 7) que exerce papel de
protecdo ao fungo contra estresses oxidativos (VOULGARIS et al., 2012).
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Figura 13. Bandas diferenciais entre isolados de Phyllosticta citricarpa, identificadas
por meio da aplicacdo de marcadores AFLP em eletroforese de capilar
(figuras a direita) e, visualizagdo dos fragmentos purificados e
reamplificados em gel de agarose (figuras a esquerda). O fragmento de
157 pb foi identificado apenas nos isolados que compuseram o Grupo 2
do dendrograma. Ja o fragmento de 134 pb foi identificado na maioria dos
isolados pertencentes a colecao de 2012 e em alguns da colecao de 2005.
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Tabela 6. Resultados do Blastx, nos bancos de dados NCBI e UNIPROT, da
sequéncia de nucleotideos do fragmento de 157 pb obtido pela reagcdo PCR

seletiva do AFLP com os primers EcoRI-AC/Msel-C.

Numeros de

acesso

NCBI

KGQ11348.1

UNIPROT

AOAO015KDE1

R9AHV5

E7A262

AOA063BP41

AOA075AWM6

Descricao da proteina

Putative ABC transporter ATP-
binding protein YbhF [Beauveria

bassiana]

ATP-binding cassette permease
MDL2 [Rhizophagus irregularis]
ABC transporter G family member
22 [Wallemia ichthyophaga]
ATP-binding cassette protein
(ABC) transporter

[Sporisorium reilianum]

ABC a-pheromone efflux pump
[Villosiclava virens]

ABC transporter domain
containing protein

[Rozella allomycis]

Cobertura E-value

93%

84%

79%

78%

72%

79%

3e-20

3e-5

3e-5

5e-5

6e-5

6e-5

Identidade

85%

61%

53%

54%

51%

53%
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Tabela 7. Resultados do Blastx, nos bancos de dados NCBI e UNIPROT, da
sequéncia de nucleotideos do fragmento de 134 pb obtido pela reacdo PCR
seletiva do AFLP com os primers EcoRI-AG/Msel-C.

Numeros de o i .
Descricao da proteina Cobertura E-value Identidade
acesso

NCBI

NADH dehydrogenase subunit 2
AAY30327.1 oo o 94% 4.8e-2 89%
[Paracoccidioides brasiliensis]

UNIPROT

NADH dehydrogenase subunit 2

U5QQN7 o 81% 3e-4 59%
[Cordyceps militaris]
NADH dehydrogenase subunit 2

A9Y5H8 o 79% 8e-3 55%
[Mycosphaerella graminicola]
NADH dehydrogenase subunit 2

Q8HG61 o _ 77% 1.1e-2 55%
[Lecanicillium muscarium]
NADH dehydrogenase subunit 2

B2L0Z2 ) i 78% 2e-2 56%
[Beauveria bassiana]

4.5. Testes de sensibilidade a fungicidas

Dentre os 202 isolados de Phyllosticta spp. analisados, 48 foram submetidos
aos testes de sensibilidade a fungicidas. Assim, com base na origem dos isolados e
caracteristicas genéticas, foram selecionados: (i) cinco isolados de cada uma das
populag¢des PC, IP, VC, IV, PCN, IPN, VCN e IVN, (ii) o isolado NC10.1, (iii) trés
isolados brasileiros da espécie P. capitalensis sendo estes VCN29.1, IVN14.1 e
PCNS6.3, (iii) trés isolados estrangeiros, 5Arg., 102UY e GmO008, e (iv) o isolado
VCN21.1, o qual ndo encontra-se inserido nos grupos 1 e 2 do dendrograma do AFLP.

Dentre as estrobilurinas testadas, os isolados apresentaram maior
sensibilidade a piraclostrobina, cujo EC50 foi de 80 ug i.a./mL, o equivalente ao dobro
da quantidade recomendada deste ingrediente ativo para o controle da MPC no campo
(vide Tabela 3). Apenas as concentracdes de 0,05, 50 e 500 pg i.a./mL foram
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estatisticamente diferentes entre si na inibicdo do crescimento miceliano, cuja
porcentagem aos 14 dias de incubacgao variou, em média, de 30 a 70% (Figura 14).

Apds o terceiro dia de incubacao dos isolados em meio de cultivo contendo
piraclostrobina a 500 pg i.a./mL, observou-se a formacdo de um halo mais claro,
uniforme, ao redor dos discos das coldnias, tanto de P. citricarpa quanto de P.
capitalensis. Na primeira avaliacdo do ensaio, aos sete dias de incubac¢ao, notou-se
aumento desse halo, cujo diametro era de 3,3 cm em média, mesmo mediante
auséncia do desenvolvimento das colénias. J& aos 14 dias de incubacgao, além do
aumento no didmetro do halo, em cerca de 1,8 cm em relacdo a avaliagdo anterior,
constatou-se crescimento miceliano, em média de 32% relativamente a testemunha.
Apenas o isolado PC18.3, da colecao de 2005, mostrou 100% de sensibilidade a
piraclostrobina na concentracao de 500 pg i.a./mL.

A confirmacéao da presenca desse halo ao redor dos discos de coldnias foi
realizada com a repeticao do experimento. Adicionalmente, outros seis isolados foram
submetidos a um segundo ensaio, no qual foram aferidas as alteracdes de pH e
densidade ética (D.O.) do meio de cultivo liquido BD contendo piraclostrobina na
concentracao de 500 ug i.a./mL e discos de colénias dos fungos. Constatou-se que
do inicio ao final do ensaio ndo ocorreu alteracao de pH, sendo este em torno de 6,0.
No entanto, houve uma diminuicdo exponencial da D.O. ao longo dos 14 dias de
avaliacao.

Ja nos ensaios com trifloxistrobina nao foram realizadas observacdes desta
natureza. O fungo mostrou baixa sensibilidade a este ingrediente ativo, cujo EC50 foi
de 421 pgi.a./mL, referente a sete vezes a concentracdo recomendada para o controle
de P. citricarpa (vide Tabela 3). Para este fungicida as concentracdes estatisticamente
diferentes entre si na inibicao do crescimento miceliano, foram de 0,05, 0,5 e 500
i.a./mL, cujas porcentagens de inibicdo, em média, aos 14 dias de incubacao, variaram
de 31 a 44% (Figura 14).

Em contrapartida, os isolados de P. citricarpa e P. capitalensis testados
mostraram alta sensibilidade ao carbendazim, cujo EC50 foi de 0,37 pg i.a./mL. Aos
14 dias de incubacgao na concentracao de 0,5 ug i.a./mL, foi observado crescimento
miceliano, em média, de apenas 9% em relacao a testemunha (Figura 14). Observou-

se que houve maior inibicao do crescimento miceliano na concentragao de 0,005 ug
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i.a./mL do que na de 0,05 pg i.a./mL. Apenas dois isolados, IVN2.1 e IPN4.1, da
colecdo de 2012, mostraram-se resistentes a este fungicida, os quais se
desenvolveram inclusive na concentracdo de 1000 pg i.a./mL, testada
complementarmente as demais (Figura 15). Com excecao de tais isolados, a inibicao
do crescimento miceliano dos demais variou, em média, de 81 a 100% aos 14 dias de
incubacao.

Assim, de um modo geral, os isolados mostraram maior sensibilidade ao
carbendazim, seguido pela piraclostrobina e trifloxistrobina. A analise de variancia
separou os isolados em 11, 8 e 3 grupos estatisticamente diferentes quanto ao seu
comportamento frente aos ingredientes ativos piraclostrobina, trifloxistrobina e
carbendazim, respectivamente (Tabela 8). Observou-se ainda que, para os trés
fungicidas testados, o aumento do PIC foi inversamente proporcional ao tempo de
exposicao aos fungicidas, ou seja, aos 14 dias de incubacao a inibicdo do crescimento
miceliano foi menor do que aos sete dias (Figura 14).

100
80

100

a
& c B b b b aa
d d . 80
C C a
d |d ¢ ) L 60
40
b
20 b Db
0,5 5 50 500

PIC %

5 o

S o
PIC %

N
o

0

0,05 0
Concentragao dos Ingredientes ativos em 0,005 0,05 0,5
ug/mL Concentacdo do ingrediente ativo em
ug/mL

M Piraclostrobina - 7 dias M Piraclostrobina - 14 dias

Trifloxistrobina - 7 dias m Trifloxistrobina - 14 dias B Carbendazim - 7 dias W Carbendazim - 14 dias

Figura 14. Porcentagem média de Inibicado do Crescimento (PIC) miceliano de
isolados de Phyllosticta citricarpa e P. capitalensis sob diferentes
concentracdes de piraclostrobina, trifloxistrobina e carbendazim. As
letras sob as barras representam os grupos estatisticos aos quais as
diferentes concentracdes dos ingredientes ativos pertencem (Scott e
Knott, 1974).
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Em termos fenotipicos, fungos da espécie P. citricarpa tendem a mudar a
coloracao da coldnia quando submetidos a estresse, alternando do verde-musgo ao
amarelo intenso. Tal comportamento foi observado em colénias desenvolvidas em
meios cultura contendo piraclostrobina e trifloxistrobina. A coloracdo amarela nas
extremidades das colbnias foi intensificada proporcionalmente ao aumento das
concentragdes dos ingredientes ativos. Comportamento semelhante ndo foi notado
nos ensaios com isolados de P. capitalensis, tampouco para ambas as espécies
quando expostas ao carbendazim (Figura 15).

Quanto aos isolados da espécie P. capitalensis e aos estrangeiros, 0s mesmos
também apresentaram maior sensibilidade a piraclostrobina em relacédo a
trifloxistrobina. Tais isolados podem ser notados nos dois primeiros grupos da analise
de variancia do ensaio da piraclostrobina, referentes a menor porcentagem de inibicao
do crescimento miceliano (Tabela 8). Quanto ao isolado NC10.1, que se diferencia
dos demais de P. citricarpa por ndo apresentar formac¢ao do halo amarelo em meio
aveia-agar, apresentou baixa sensibilidade tanto a piraclostrobina quanto a
trifloxistrobina. Ja o VCN21.1, que também destacou-se por apresentar maior
distdncia genética em relacdo aos demais isolados na andlise bayesiana de
sequéncias ITS e, inclusive, por encontrar-se separado dos demais no agrupamento
do AFLP, mostrou moderada sensibilidade as estrobilurinas (Tabela 8).

Denota-se que nao foi observada relacéo entre o agrupamento dos isolados no
dendrograma obtido pela analise com marcadores AFLP e os resultados dos ensaios

de sensibilidade a fungicidas (Tabela 8).
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Figura 15. Isolado IVN2.1
submetido aos ensaios com
0s ingredientes ativos (A)
piraclostrobina, (B) trifloxistro-
bina e (C) carbendazim aos
14 dias de incubacgédo. Nota-
se a insensibilidade do
isolado ao carbendazim
inclusive na concentracao de
1000 pg/mL.
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Tabela 8. Dados referentes a andlise de variancia da porcentagem de inibicdo do

AFLP?
P.c4
P.c.4
P.c.4
P.c4

2.1
2.1
2.1

2.4

2.1
2.1

2.2

2.2

2.1
2.3
2.1
2.3
2.2
2.1
2.1
2.1
2.2
2.2
2.1
1

crescimento miceliano, aos 14 dias de incubagdo, sob diferentes

concentracdes dos ingredientes ativos piraclostrobina, trifloxistrobina e

carbendazim, e sua relacdo com a analise de marcadores AFLP.

Piraclost.
IVN14.1
PCN6.3
GmO008

VCNZ29.1

102UY
5Arg.
VC30.3
PCNO.1
VCN15.3
IPN1.1
IVN1.3
IP29.2
VCN21.1
VCNZ20.1
IPN9.1
PC15.2
VC11.1
IPNG.1
IV24.2
IV15.3
IP3.2
V2.2
IVN25.1

PCN20.3
IPN16.1
IVN2.1

PC2.3
VCN9.3
PC18.3

IV11.3

VCN21.3

PCN10.1
PCN4.1

IP17.1

PIC2 AV.3

89,1
87,6
79,4
74,1
73,1
72,0
65,9
63,1
63,1
61,9
61,8
61,5
60,8
58,0
56,3
55,2
55,2
54,7
54,3
53,9
53,1
52,5
50,5
50,4
49,6
49,4
48,1
47,8
44,9
44,6
438
42,4
42,3
41,7
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1

1
P.c.4
2.1
P.c
1
2.1
2.4
1
1
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1
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2.1
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2.1
1
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2.1
2.1
1
2.1
2.1
1
1
2.2

Triflox.
VC30.3
IVN14.1
5Arg.
VCN21.1
IV24.2
PCN6.3
IPN16.1
GmO008
IVN1.3
PC15.2
IP29.2
102UY
VCi11.1
IvV28.3
IP17.1
IPN9.1
PCN20.3
PCN4.1
IP3.2
IVN2.1
PC16.2
IVN25.1
IV11.3
VCN9.3
IP1.1
VCN29.1
IP19.1
VCN15.3
V2.2
PC18.3
IPN1.1
IV15.3
PC1.1
PC2.3

PIC?2 AV.3

75,6
73,2
62,9
59,1
58,3
57,2
56,5
55,5
55,3
54,3
52,5
52,3
47,2
46,6
45,0
44,7
44,5
438
437
42,2
40,0
39,8
39,8
39,6
39,4
39,2
37,6
37,4
36,1
36,0
33,4
33,0
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31,4
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2.2
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2.1
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2.4
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2.2
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VCN29.1
IVN14.1
Iv2.2
IVN3.1
102UY
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PCN6.3
VC20.1
PC15.2
IPN16.1
VCN15.3
IVN1.3
IPNG.1
IP29.2
5Arg.
PCNO9.1
PCN10.1
IP3.2
VCN21.1
NC10.1
IV11.3

PIC?
100,0
100,0
100,0
100,0
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" Numero referente ao grupo do dendrograma do AFLP no qual cada isolado encontra-se localizado;

2 Porcentagem de Inibigdo do Crescimento Miceliano pela analise de variancia dos dados referentes as

diferentes concentracdes dos ingredientes ativos testadas e as duas avalia¢des, aos sete e 14 dias

de incubagéo;

3 Grupo referente a andlise de variancia por Scott e Knott (1974);

4 Phyllosticta capitalensis.
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5. DISCUSSAO

De acordo com os dados obtidos, verificou-se que populacdes de P. citricarpa
de um micro-habitat podem sofrer alteracdes genéticas significativas ao longo do
tempo. Tais alteracbes foram notadas especialmente entre as populagdes de P.
citricarpa oriundas de ‘Valéncia’ de 2005 e 2012, cujo gendtipo predominante foi
aquele identificado nas populacdes de ‘Pera’ de ambos os periodos.

De acordo com o sequenciamento génico, em um intervalo de sete anos, houve
incremento no numero de haplétipos de P. citricarpa, tanto de sequéncias
intergénicas, quanto codificadoras do gene GPDH. Ainda, dentre os isolados da
colecdo de 2012, notou-se maior quantidade de haplétipos nas populagdes de
‘Valéncia’, em detrimento as de ‘Pera’. Embora abordagens dessa natureza nao
tenham sido contempladas em outros estudos de filogenia, pesquisadores tem
verificado que populac¢des de P. capitalensis possuem maior quantidade de variagoes
génicas em relacao a P. citricarpa (BALDASSARI et al., 2008; WANG et al., 2012;
ZAVALA et al., 2014), o que converge aos resultados obtidos no presente trabalho.

Diferenciacbes genéticas entre as populagdes de P. citricarpa oriundas de
laranjeiras ‘Valéncia’ de 2005 e 2012, foram notadas de forma mais evidente mediante
a analise com marcadores AFLP. Os isolados de ‘Valéncia’ e ‘Pera’, coletados em
2005, foram separados nos grupos 1 e 2 do dendrograma, respectivamente. Dentre
os isolados das populacdes de ‘Valéncia’ (VC e IV), apenas 11% apresentaram
gendtipo semelhante aos de ‘Pera’ (PC e IP), ou seja, pressupde-se que nesta época
0 genotipo prevalente em ‘Pera’ ja havia adentrado o pomar de ‘Valéncia’. Por sua
vez, 13% dos isolados das populagdes de ‘Pera’ de 2005 foram encontradas no Grupo
1 do dendrograma, sendo este um indicio de que a modificagao genética que resultou
na mudanca de gendtipo das popula¢des de ambos os pomares, pode ter sido iniciada
em plantas de ‘Pera’. Além disso, os valores de Fst e fluxo génico obtidos sao
indicativos de que a populagao de P. citricarpa de frutos de laranjeira ‘Valéncia’ sofreu
diferenciacdao genética ao longo dos sete anos, em detrimento das populacdes de
‘Pera’. Certamente, tais mudancas ja haviam ocorrido nesta populacéo.
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Tendo em vista que na propriedade citricola na qual foram realizadas as
coletas, o pomar da variedade ‘Valéncia’ era trés anos mais novo do que o de ‘Pera’,
a populacao de P. citricarpa que abrigava tais plantas ficou exposta por mais tempo
as condicoes bidticas e abitdticas daquele micro-habitat. Quando ocorre o surgimento
de um gendtipo favorecido, os individuos que o possuem continuam a se reproduzir
exponencialmente em maiores quantidades do que aqueles pouco favorecidos
(SCITABLE BY NATURE EDUCATION, 2014). Dessa forma, a populacdo de P.
citricarpa que sofreu modificacdo e, provavelmente, se adaptou primeiramente na
variedade ‘Pera’, migrou para as plantas de ‘Valéncia’.

O uso intensivo de fungicidas pode ser um fator responsavel pela pressao de
selecao sobre os patdégenos alvos. Doses subletais de fungicidas provocam estresse
no fungo, levando a superexpressdao de genes que o0s ajudam a resistir aos
tratamentos subsequentes. Como consequéncia, a populacdo vai diminuindo
gradualmente a sua sensibilidade a estes produtos quimicos, de forma que, um
numero crescente de individuos, com grau de resisténcia elevado, pode ser
encontrado ao longo das geracoes (DEISING; REIMANN; PASCHOLATI, 2008).

Plantas da variedade ‘Pera’, em decorréncia dos seus varios fluxos vegetativos,
multiplas floradas e da melhor aceitabilidade dos seus frutos no mercado in natura
(NEVES et al., 2011), recebem maior numero de pulverizagbes com fungicidas,
necessarias tanto para o controle da Podridao Floral dos Citros (SILVA-JUNIOR et al.,
2014), quanto para o de P. citricarpa (SCALOPPI et al., 2012). Segundo o histérico de
pulverizacdes da propriedade citricola (Dados nao publicados), objeto do presente
estudo, entre os anos de 2005 e 2012 as plantas da variedade ‘Pera’ de fato
receberam maior numero de aplicagdes de fungicidas do que as de ‘Valéncia’, cujos
frutos eram destinados ao processamento industrial. Neste periodo, as aplica¢des de
fungicidas dos grupos dos benzimidazdis e estrobilurinas deram-se, na maioria das
vezes, de forma alternada. Porém, a partir de 2010, devido a dificuldades no controle
dos patdégenos alvo, em especial da MPC, o numero de aplicacdes de fungicidas foi
incrementado significativamente, o que pode ter contribuido para as modificacdes
genéticas nas populacdes de P. citricarpa.

O maior indice de severidade da MPC, por vezes observado em plantas de

‘Pera’ em relacao as de ‘Valéncia’, ndo esta associado a suscetibilidade diferencial
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dessas variedades (SPOSITO et al., 2004; ROSSETTO et al., 2011). Tal fator pode
estar relacionado a arquitetura das plantas de ‘Pera’, as quais apresentam menos
enfolhamento, e uma maior quantidade de ramos secos em relacao as de ‘Valéncia’.
Em um ambiente que favorece uma maior producédo de inéculo e disseminacao da
doenca, ha maior possibilidade de surgimento de bidtipos diferentes. Assim,
pressupde-se que individuos cujo gendtipo foi melhor favorecido, ao encontrarem
condi¢cdes ideais de reproducao nas plantas de ‘Pera’, se disseminaram pelo pomar,
chegando a alcancar o de ‘Valéncia’, onde superaram em numero a populacao de P.
citricarpa que o hospedava.

O baixo polimorfismo entre isolados de P. citricarpa, relatado no presente
trabalho e, inclusive, por outros pesquisadores (BAAYEN et al., 2002; BALDASSARI
et al., 2008; WANG et al., 2012; ZAVALA et al., 2014) pode estar relacionado a baixa
variabilidade genética inerente a especificidade de hospedeiro do fungo, além de ser
indicativo de baixa recombinacao genética entre os individuos. Tais observacdes
podem estar associadas ao fato dos conidios, resultantes da reproducao assexual do
fungo, exercerem importancia fundamental na dispersao da doenga nos pomares. Tal
suposicao corrobora aquela realizada por Spdésito et al. (2011) os quais determinaram,
sob condi¢des naturais de campo, no Brasil, a importancia dos conidios e ascosporos
como fontes de inéculo e progresso da MPC. Os autores associaram a presenca de
ascosporos, em areas com auséncia de sintomas da MPC nos frutos, nas quais folhas
em decomposicao foram utilizadas como fonte de indculo, ao isolamento de fungos
da espécie P. capitalensis. Tal espécie esta frequentemente em associagcao com P.
citricarpa e é comumente isolada de sintomas da MPC (BAAYEN et al., 2002; WANG
et al., 2012), assim como também relatado no presente estudo, ainda que esta néao
seja a responsavel pela expressao dos sintomas da doenca (BAAYEN et al., 2002;
WICKERT et al., 2014).

Embora os resultados com marcadores AFLP tenham indicado baixo
polimorfismo entre isolados de P. citricarpa em relagcdo a outros fitopatdgenos
(SOUZA et al., 2013), observou-se que ha variabilidade genética entre os isolados.
Assim, ressalta-se que as modificagcdes genéticas ndo ocorrem apenas pela

recombinacao sexual entre individuos. Polimorfismos entre cromossomos, resultante



54

do reparo da quebra da fita dupla de DNA, poderéo resultar em mismatches*3, e o
reparo desses mismatches podem resultar em conversao génica pela recombinacao
mitética (LAFAVE; SEKELSKY, 2009), gerando diversidade genética.

Os individuos que agregam mutacdes genéticas favoraveis podem difundir
sinais no ambiente extracelular a fim de autorregular sua prépria populagao podendo,
inclusive, inibir o crescimento e reproducdo de individuos da sua prépria espécie,
fenbmeno este denominado quorum-sensing (HOGAN, 2006). O primeiro relato de
quorum-sensing em fungo foi registrado em Candida albicans, o qual pode suprimir,
por meio de moléculas sinalizadoras, 0 seu préprio crescimento miceliano e a
formacao de biofiimes, quando a populacdo atinge um determinado limiar
(ALBUQUERQUE; CASADEVALL, 2012). No caso de fungos fitopatogénicos, ja foi
relatada a ocorréncia de quorum-sensing em Erysiphe necator, agente causal do oidio
da videira. Dentre os efeitos do quorum-sensing em E. necator, destaca-se o fato do
fungo cessar a producao de conidios uma vez que ocorre a compatibilidade vegetativa
entre hifas. Assim que a fusdo ocorre, o fungo cessa a producao de conidiéforos e,
aqueles ja existentes, interrompem a producao de conidios (GADOURY et al., 2012).

Especula-se que tal fenbmeno pode estar relacionado ao fato de isolados de P.
citricarpa provenientes de um mesmo fruto, porém de diferentes sintomas, estarem
agrupados separadamente uns dos outros no dendrograma do AFLP. Devido a baixa
diversidade genética encontrada entre isolados de P. citricarpa, seria este um
mecanismo utilizado pelo fungo para a diminuicdo da reproducao de conidios
geneticamente idénticos, em um mesmo micro-ambiente, como por exemplo, um fruto
individualmente. Também, observa-se, em condi¢cdes de campo, que os sintomas do
tipo falsa melanose, que nao apresentam estruturas reprodutivas, sao decorrentes do
escorrimento de gotas de agua que carrearam o0s conidios para um local proximo ao
seu sintoma de origem.

De forma convergente, ha relatos de que os tipos de sintomas da MPC podem
variar de acordo com a concentracdo da suspensao de esporos utilizada na
inoculacao de frutos de laranjeiras. Em termos praticos, estudos demonstraram que a
inoculagao de uma suspensao altamente concentrada de conidios de P. citricarpa em

frutos, resultaram em sintomas do tipo falsa melanose. Por outro lado, suspensoes de

43 Reajustes, incompatibilidade
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conidios menos concentradas resultaram predominantemente em sintomas dos tipos
mancha dura e mancha sardenta (SILVA-PINHATI et al., 2009). No dendrograma do
AFLP que exemplifica apenas a relagao entre isolados advindos de um mesmo fruto,
observa-se que apenas os isolados VC20.1 e o VC20.2 agruparam-se ho mesmo
ramo da arvore, sendo o primeiro oriundo de sintoma de mancha dura, e o segundo,
de falsa melanose. Notou-se, também, que uma maior quantidade de haplétipos, tanto
de sequéncias ITS, quanto GPDH, foi observada nas populacdes de isolados oriundos
de diferentes plantas em relacao aqueles de uma mesma planta, para ambas as
variedades estudadas. Diante de tais observacgdes, pressupde-se que tal fenédmeno
nao ocorra apenas em um micro-ambiente, como o fruto, mas num universo mais
amplo, como a planta.

O mapeamento do polimorfismo que resultou na mudanca da estrutura genética
das populacdes de P. citricarpa, no periodo avaliado, indicaram que este esta
relacionado com a codificacdo de enzimas de atividade conhecida. Por exemplo, a
banda do tamanho de 134 pb, diferencial entre alguns isolados dos grupos 1 e 2 do
dendrograma, esta relacionada com a codificacdo da NADH desidrogenase, que
protege o fungo contra estresses oxidativos. Tal enzima é bastante estudada quanto
ao bioprocessamento de fungos, como por exemplo, a producéao do acido citrico por
Aspergillus niger. Pesquisadores comprovaram o papel protetor da enzima NADH
desidrogenase quando do bloqueio da mesma, com consequente maior producao de
biomassa e utilizacao de substrato pelo fungo sob estresse oxidativo (VOULGARIS et
al., 2012).

Ja a sequéncia do fragmento de 157 pb, presente apenas nos isolados do grupo
2 do dendrograma, referente ao gendtipo que prevaleceu na ultima coleta de frutos,
esta associada a codificacao da proteina ATP-binding cassete da superfamilia de ABC
transporters. Essa familia de proteinas € uma das maiores ja estudadas, e encontra-
se presente em todas as células vivas, desde Archaea, bactérias até os mais
complexos eucariotos. A maioria dessas proteinas esta envolvida no transporte ATP-
dependente de uma ampla gama de substratos através das membranas bioldgicas.
Sua importancia é enfatizada pela sua contribuicdo no desenvolvimento de resisténcia

multidrogas pelos microrganismos patogénicos e, inclusive, por atuarem contra o
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efetivo tratamento de células tumorais (PIDDOCK et al., 2006; KOVALCHUK;
DRIESSEN, 2010).

Ha varios relatos na literatura sobre a atuacdao dos ABC transporters em fungos
fitopatogénicos. Por exemplo, estudos com C. acutatum possibilitaram o isolamento
do gene CaABC1, cujo papel na conidiacao, estresse abidtico e resisténcia do fungo
a varios fungicidas foi comprovadamente demonstrado (KIM et al., 2009). Outros
pesquisadores demonstraram que um medicamento humano, que modula a atividade
das ATP-binding cassete, potencializou a atividade do fungicida ciproconazole contra
o crescimento in vitro de Mycosphaerella graminicola, um patégeno de pléantulas de
trigo (ROOHPARVAR et al., 2007). Ainda em outro estudo foi demonstrado que os
ABC transporters podem proteger fungos da espécie Fusarium graminearum contra
moléculas antifungicas do hospedeiro, como também diminuir a sensibilidade dos
mesmos a triazéis e fenarimol (ABOU et al., 2013).

Sinais da possivel atuacdo de enzimas da superfamilia ABC transporters em
Phyllosticta spp. foram relatados no presente estudo tais como, a mudanga na
coloracao da extremidade das colénias para amarelo, quando sob estresse in vitro, e
a formac&o de um halo mais claro, ao redor dos discos de colénias dos isolados em
contato com piraclostrobina, na concentracdo de 500 ug i.a./mL. A formacao de tal
halo pode estar relacionada a bombas de efluxo ou até mesmo a metabdlitos do fungo
que degradam, modificam ou detoxificam a estrutura da molécula do ingrediente ativo
do fungicida.

Assim, expressdes génicas diferenciais entre os isolados de Phyllosticta spp.
podem ter contribuido para a diversidade nas respostas de sensibilidade dos mesmos
aos fungicidas, em especial do grupo das estrobilurinas. A baixa sensibilidade desses
isolados a piraclostrobina, e em especial, a trifloxistrobina, ndo corrobora os demais
relatos da literatura. Rodrigues et al. (2007), constataram alta sensibilidade de 21
isolados de P. citricarpa oriundos do estado de Sdo Paulo a piraclostrobina, na
concentracao de 0,5 pg i.a./mL. Ja Hincapie et al. (2014), ao estudarem 86 isolados
de P. citricarpa da Fldrida relataram inibicdo de 91% do crescimento miceliano na
concentragcao de 10,0 pg i.a./mL de piraclostrobina.

De um modo geral, os resultados de sensibilidade a fungicidas podem variar
muito de acordo com a espécie de fungo e procedéncia dos isolados. Por exemplo,
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contrariamente ao exposto no presente trabalho, pesquisadores relataram que
trifloxistrobina a 2,0 pg i.a./mL inibiu completamente o desenvolvimento de
Cercospora beticola, ao passo que a piraclostrobina inibiu 78% do crescimento
miceliano do fungo a 10,0 pg i.a/mL (KARADIMOSA; KARAOGLANIDISB;
TZAVELLA-KLONARIC, 2005).

Apenas os isolados de P. citricarpa IPN4.1 e IVN2.1, ambos da colecao de
2012, mostraram completa insensibilidade ao fungicida carbendazim. Tal resisténcia
adquirida, nessas populag¢des, possivelmente € decorrente da pressao de selecao
exercida pelas aplicacdoes sequenciais de tal ingrediente ativo nos pomares
amostrados, anteriormente ao ano de 2012. Relatos na literatura quanto a resisténcia
qualitativa dos fungos a benzimidazois sdo comumente encontrados (CHUNG et al.,
2010). Para o caso de P. citricarpa, a resisténcia foi primeiramente relatada na Africa
do Sul (SCHUTTE et al., 2003). No Brasil, Rodrigues et al. (2007) também
encontraram dois isolados de P. citricarpa resistentes ao carbendazim, resultados
estes convergentes aos obtidos no presente estudo.

Em termos gerais, tanto isolados de P. citricarpa, quanto de P. capitalensis,
mostraram grande variagao nos niveis de sensibilidade aos fungicidas do grupo das
estrobilurinas, cuja porcentagem de inibicao do crescimento miceliano variou de 2,5 a
89%. Nao obstante tal variagcdo, ndo foi possivel estabelecer relagcdo entre os
diferentes grupos de sensibilidade aos fungicidas e o agrupamento obtido pela
aplicacao dos marcadores AFLP. Resultados semelhantes também foram obtidos por
outros pesquisadores, 0s quais nao identificaram relagcdo entre a sensibilidade ou
resisténcia a fungicidas de diferentes espécies de fungos e o agrupamento do AFLP
(DEVRIES et al., 2008; MARTIN; MARTIN, 2013).
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6. CONCLUSAO

v' Populacbes de P. citricarpa de um micro-habitat sofrem alteracbes genéticas
significativas em um curto periodo de tempo e suplantam as populagdes com
genotipos menos favorecidos;

v" Polimorfismos pontuais entre os dois principais gendétipos identificados estao
associados a sequéncias codificadoras das proteinas da familia de ABC
transporters e NADH desidrogenase, cuja principal contribuicao é o favorecimento
da sobrevivéncia do fungo sob estresse;

v' Ha grande variag¢ao na inibicdo do crescimento miceliano e baixa sensibilidade de
parte da populacao de P. citricarpa e P. capitalensis a fungicidas do grupo das
estrobilurinas, em especial de trifloxistrobina em relagdo a piraclostrobina;

v' Ha individuos resistentes ao carbendazim nas populagées mais recentes de P.

citricarpa.
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