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RESUMO

A quebra da resisténcia conferida por genes R e o surgimento de linhagens resistentes a
fungicidas tem onerado e dificultado o controle de doengas flngicas na agricultura. Assim
uma resisténcia mais duradoura tem sido pesquisada e as bases das resisténcias do hospedeiro
e do ndo-hospedeiro podem fornecer solucBes para o problema. Muito dos processos base
desses tipos de resisténcia ainda necessitam de investigac&o e interpretacdo, o que é promissor
guando se empregam patossistemas envolvendo espécies modelos com facilidades para 0 uso
de técnicas de genética reversa. O hospedeiro Solanum lycopersicum cv. MicroTom é um
excelente modelo vegetal para esse tipo de estudo, pois além de todas as vantagens exibidas
por Arabidopsis thaliana é representativa agronomicamente. O patégeno Colletotrichum spp.
além de ser responsavel pela antracnose em muitas culturas tem sido intensivamente estudado
e j& sdo disponiveis ferramentas para genética reversa. Desse modo, objetivando propor o
patossistema Colletotrichum sp. — MicroTom como modelo para estudos de resisténcias do
hospedeiro e do ndo-hospedeiro. O presente estudo testou a interacdo de diferentes espécies
de Colletotrichum contra S. lycopersicum cv. MicroTom e espécies distintas
filogeneticamente pertencente aos grupos rosides (Phaseolus lunatus) e monocotiledéneas
(Musa sp.). Inicialmente foi feita a identificacdo das espécies de Colletotrichum isoladas de
tecidos doentes de S. lycopersicum, P. lunatus e Musa sp. por caracteristicas morfoculturais.
Depois foram pesquisadas diferencas no padrdo eletroforético da amplificacdo da sequéncia
ITS do rDNA. Os fatores enziméticos de patogenicidade foram testados mediante infiltracdo
em folhas de MicroTom com proteinas fungicas secretadas em meio de cultivo liquido. A
determinacdo de patogenos especificos ao tomateiro e ndo patdgenos foi realizada com
inoculacdo de estruturas fungicas sobre folhas de MicroTom, P. lunatus e Musa sp. Os
resultados sugerem que o isolados de C. gloeosporioides (1 e 2), C. truncatum e C. musae
analisados séo promissores para estudos das resisténcias do hospedeiro e do ndo-hospedeiro
com MicroTom sob diferentes abordagens. Visto que os referidos isolados comportaram-se de
maneira contrastante nos testes realizados, principalmente nos de patogenicidade os quais
revelaram a adaptacdo de cada isolado a Solanaceae, Fabaceae e Musaceae respectivamente
No entanto sdo necessarios estudo detalhados de microscopia, e expressdo génica para melhor
caracterizacdo esses tipos de resisténcia exibida pelo MicroTom aos patdgenos citados.

Palavras-chave: MicroTom. Antracnose. Resisténcia.



ABSTRACT

The breaking of the resistance conferred by R genes and the emergence of strains resistant to
fungicides has impaired the control of fungal diseases in agriculture. Therefore a more
durable resistance is been searched, the bases of host and non-host resistence may provide
solutions to this problem. Much of the basic processes of these resistence still need further
research and interpretation, which is promising when employing fungal and plant models with
has facilities for the use of reverse genetic techniques. Solanum lycopersicum cv. MicroTom
is an excellent model for this study, because it is a representative crop in addition to exhibit
the same advantages of Arabidopsis thaliana. Colletotrichum, responsible for anthracnose in
many cultures, has been extensively studied and has already developed tools for reverse
genetic. Thus, in order to propose the pathosystem Colletotrichum spp. - MicroTom as a
model for studies of host and non-host resistance. This study tested the interaction of different
species of Colletotrichum against MicroTom, Phaseolus lunatus and Musa sp. representing
asteroids, rosides and monocots. First the fungal morphological characterization it was
supported by rDNA sequence analyses. Enzymatic factors of pathogenicity were tested by
infiltrating MicroTom's leaves with fungal proteins secreted in liquid medium. The
pathogenicity test was described by inoculation with fungal structures on S. lycopersicum, P.
lunatus and Musa sp. The results suggest that C. gloeosporioides cultures 1 and 2, C.
truncatum and C. musae constitute along with MicroTom excellent pathosystems for studying
host and non-host resistance under different approaches. Because these isolates showed a
contrasting features in the pathogenicity tests, which revealed the adaptation to Solanaceae
Fabaceae and Musaceae. However detailed studies of microscopy and gene expression are
needed to better characterize these types of resistance exhibited.

Keywords: MicroTom. Anthracnose. Resistence.
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1 INTRODUCAO

A intima relacdo entre plantas e patdgenos levou a co-evolucdo de complexas
estratégias para ataque e defesa (EL OIRDI, 2011). O alto nivel de complexidade da resposta
das plantas ao ambiente biotico é o produto da co-evolugdo entre elas e seus agressores
(PIETERSE; DICKE, 2007). No processo, 0s patdgenos adquiriram varios fatores de
viruléncia, incluindo proteinas efetoras que bloqueiam a resisténcia basal da planta
(resisténcia do ndo-hospedeiro —NHR), as plantas por sua vez desenvolveram uma segunda
linha de defesa relacionada com os genes de resisténcia (BORGES, 2012). Os mecanismos de
resisténcia vegetal a patdgenos adaptados sdo bem compreendidos e estudados. O papel das
moléculas efetoras e dos padrGes moleculares associados a patdgenos (padrées moleculares
associados a patdégenos - PAMPS) ja estd bem documentado para muitas espécies, como
também os seus receptores especificos, e 0s genes de resisténcia vegetal (JONES; DANGL
2006).

Entretanto, a interacdo entre plantas e patdgenos ndo-adaptados (NHR) é pouco
definida (FAN; DOERNER 2012). Essa predilecdo e quantidade maior de estudos sobre
interacbes compativeis podem ser explicada, em parte, pois a resisténcia qualitativa é
facilmente observada nos hospedeiros, sdo distinguiveis dois fenotipos: resistente e suscetivel
seguindo a heranca mendeliana (FEYS; PARKER 2000; GLAZEBROOK 2001; HULBERT
et al., 2001). E a resisténcia mediada por genes R. Em contraste a resisténcia quantitativa é
caracterizada por um continuo no fenotipo que vai desde a alta suscetibilidade a alta
resisténcia, gracas as recombinacdes dentro da progénie. Tal resisténcia € controlada por mais
qgue um gene e pode ser fortemente influenciada por fatores ambientais (PAJEROWSKA et
al., 2005).

A NHR geralmente ndo apresenta sinais visuais quando manifestada, e esta associada
a mecanismos pré-formados e com producdo de compostos secundarios, e em alguns casos, é
possivel ocorrer resposta de hipersensibilidade (LIPKA et al., 2008). A resisténcia do néo-
hospedeiro envolve reconhecimento parcial dos microrganismos ndo-patogénicos que ativam
mecanismos de protecdo similares aos ativados por estresses abidticos ou bioticos
(REIGNAULT; SANCHOLLE 2005). Os modelos atuais sugerem que as barreiras de defesa
existem para prevenir a colonizagédo de patdégenos ndo-adaptados em plantas ndo-hospedeiras
e vao desde as defesas pre-formadas fisicas e quimicas até a ativacdo da defesa apos o
reconhecimento do patégeno (FAN; DOERNER, 2012). Essas defesas iniciais desencadeiam

na planta a NHR ou imunidade inata como também é conhecida.



10

Devido as particularidades desse tipo de defesa, tem sido alvo na busca por uma
resisténcia mais duradoura alternativa a ja empregada resisténcia do tipo gene-a-gene. As
especies de Colletotrichum tém sido usadas nesses estudos contra hospedeiros néo
representativos para as espécies agricolas. Disso emerge a proposi¢do de S. lycopersicum cv.
MicroTom como planta modelo para estudos de interacdo e resisténcia do ndo-hospedeiro.

A cultivar adéqua-se a proposta por apresentar protocolos adaptados para estudo da
genética reversa e possui uma gama de mutantes correlatos com os da planta modelo A.
thaliana, e enquadrar-se como planta de interesse comercial. O sistema Micro-Tom e
Colletotrichum é promissor devido ao fungo empregar diferentes estratégias nutricionais e ser
patogénico a varios 6rgdos vegetais em diferentes fases fenoldgicas, sendo um patdgeno de
interesse econdmico para a cultura. O sistema por adotar dois organismos modelos permite
manipulacdes em ambos 0s organismos para o estudo da resisténcia ndo especifica.

O tomate € e continuard sendo um dos mais populares vegetais do mundo mesmo
com perdas agricolas e reducéo na produtividade ocasionada por doengas. O melhoramento de
plantas moderno tem produzido cultivares novas resistentes a doencas, no entanto, a
emergéncia de novas racgas de patdgenos em um curto espaco de tempo muitas vezes quebra a
resisténcia em um curto periodo. Uma variedade de fungicidas efetivos contra doencas do
tomateiro foi desenvolvida, mas a ocorréncia de linhagens resistentes a fungicidas acaba por
anula-la. Assim entra-se num ciclo de desenvolvimento de cultivares com resisténcia
especifica versus novas racgas virulentas ou, novos fungicidas versus linhagens resistentes.
Isso sugere que as interacdes tomate-patdgeno ainda necessitam de investigacao detalhada dos
mecanismos que conferem uma resisténcia ampla e duradoura. Os resultados podem ter
relevancia genérica para as interacdes planta-patégeno (ARIE et al., 2007)

Pelo exposto, o presente trabalho pretende caracterizar o sistema Solanum
lycopersicum versus Colletotrichum spp. como modelo para o estudo da resisténcia do néo-

hospedeiro.
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2 REVISAO BIBLIOGAFICA
2.1 Resisténcia do ndo-hospedeiro

As interacbes planta-patdgeno podem ser explicadas por dois momentos
evolucionariamente associados. O primeiro inclui interacbes entre 0S mecanismos
constitutivos gerais de defesa vegetal e fatores de viruléncia produzidos pelo patégeno. No
segundo a planta desenvolve a resisténcia adquirida depois do reconhecimento inicial do
patégeno.

Quando ndo adaptado a patogénese determinado microrganismo ndo é efetivo em
superar as defesas fisicas e quimicas inatas do vegetal, logo esta configurada uma interacao de
ndo-hospedeiro. Essas defesas podem ser divididas entre aquelas presentes antes da interacéo
com o microrganismo e aquelas formadas depois desse evento, sdo as chamadas defesas pré e
pos-formadas, respectivamente.

As defesas pré-formadas incluem todas aquelas que, passivamente, impedem ou
atrasam 0 acesso do microrganismo aos tecidos vegetais. Por outro lado as defesas pos-
formadas resultam numa continuidade da defesa inicial ap6s 0 acesso do microrganismo ao
interior vegetal, esta ja ativa e com a participacdo de genes envolvidos na defesa mediada por
acido salicilico (salicilic acid - SA; FAN; DOERNER, 2012) e outros hormonios vegetais
como o acido jasménico (jasmonic acid - JA) e o etileno (etilene - ET).

Compostos de origem microbiana, bem como originados da degradacao inicial dos
tecidos vegetais sdo reconhecidos pela planta desencadeando a resposta imune primaria. Os
perfis ou padr6es moleculares conservados (Microbial ou Pathogen-Associated Molecular
Patterns; MAMPs ou PAMPS) presentes nos microrganismos, sdo reconhecidos por
receptores de superficie do tipo LRR (Leucine Rich Repeat) associados a dominios quinase,
responsaveis pelo desencadeamento de fosforilagdes promotoras de resposta em cascata
(JONES; DANGL, 2006; NURNBERGER; KEMMERLING, 2006).

Os receptores do tipo LRR possuem um envolvimento critico na resposta de
resisténcia do nao-hospedeiro. Esses receptores sdo também chamados de Receptores de
Reconhecimento de Padrdo (PRRs), e ndo pertencem as classes dos genes de resisténcia
envolvidos com a resposta HR (NUMBERGER et al., 2004).

A resposta inicial desencadeada (PAMP-Triggered Immunity-PTI) pode ser
bloqueada em parte ou inteiramente por efetores produzidos pelos patogenos (Effector-
Triggered Susceptibility-ETS), estes efetores quando reconhecidos por receptores associados
aos genes de resisténcia geram uma segunda resposta (Effector-Triggered Immunity-ETI), a
de hipersensibilidade ou HR (JONES; DANGL, 2006). Essa segunda forma de resisténcia
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(genes R) do modelo “gene-a-gene” evoluiu possivelmente devido as defesas basais serem
insuficientes em cultivares suscetiveis para evitar os efeitos danosos dos efetores patogénicos
(JONES; DANGL, 2006; NURNBERGER; KEMMERLING, 2006).

Os patdgenos desenvolveram inimeras estratégias para suprimir ou burlar a resposta
de defesa vegetal ou ainda induzir a suscetibilidade no hospedeiro, empregando mecanismos
baseados em agentes especificos de caracteristicas bioquimicas diversas para escapar do
reconhecimento. Usualmente eliciadores, tais como carboidratos, glicoproteinas, proteinas,
peptideos, e toxinas produzidas pelo patdégeno sdo reconhecidos por receptores comumente
situados na membrana plasmatica (WOLPERT et al., 2002; SHIRAISHI et al., 1997).

Apobs o reconhecimento desses eliciadores o vegetal ou ativa os mecanismos da
resisténcia sistémica adquirida (RSA) pelo incremento nos niveis de &cido salicilico (AS) e
proteinas relacionadas a patogénese (proteinas-RP) contra patdgenos necrotroficos
(BOSTOCK et al., 2001; AGRIQOS, 2005) ou ativa a resisténcia sistémica induzida (RSI) via
acido jasménico (JA) e etileno (ET) como sinal molecular (van LOON et al., 1998;
SIDDIQUI; SHAUKAT, 2004).

O carater multiestratificado da resisténcia ndo especifica determinado pelas camadas
de mecanismos de protecdo constitutivos e induziveis tem sido alvo na busca de resisténcia
mais duradoura e de amplo espectro contrapondo os resultados ja obtidos com a resisténcia
especifica do tipo gene-a-gene. Os patdgenos abordados sdo principalmente fungos bitréficos
como, por exemplo, as diferentes espécies causadoras de ferrugens e mildios. No entanto 0s
estudos tém sido estendidos para fungos necrotroficos e hemibitréficos. Entre os candidatos a
fungos hemibiotroficos temos as espécies de Colletotrichum.

Uma vez que alguns espécimes desse género flngico ja tiveram seu genoma
sequenciado, aliado a variedade de estilo de vida que vai desde a hemibiotrofia intracelular a
necrotrofia subcuticular tornam esses fungos candidatos a modelo biol6gico. Colletotrichum
ja tem sido utilizado no estudo de NHR com Medicago truncatula (JAULNEAU et al., 2010)
uma leguminosa proposta como modelo para estudo de interagdo com rizdbio, isso porque se
dispde de ferramentas biotecnoldgicas desenvolvidas para o estudo da genética reversa.

Comumente os estudos com os patdgenos biotroficos tem utilizado a planta modelo
Arabidopsis thaliana e outras de interesse agrondmico como trigo, arroz, café, Vicia fabae.
Os estudos apresentam uma diversidade de espécies abordadas e devido ao carater
multiestratificado e génico do fenbmeno é necessario um sistema microrganismo-planta que
apresente vantagens no uso de ferramentas para estudo da resisténcia e que os resultados

abranjam o contexto das espécies cultivadas.
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A transicdo tem sido feita para espécies de Bracicaceae por aproveitar as facilidades
do modelo A. thaliana e contrapor o fato daquele modelo n&o apresentar pontos positivos para
representar plantas cultivadas. As pesquisas com gramineas encontram na planta modelo
Brachypodium respaldo para o estudo da resisténcia em gramineas. No entanto falta um
modelo para as planta dicotileddneas podemos citar Medicago truncatula para as leguminosas
do grupos das asterides faltando um representante para o grupo das rosides, logo podemos

propor Solanum lycopresicum cv. Micro Tom.

2.2 MicroTom como planta modelo

Arabidopsis thaliana e Lotus corniculatus sdo excelentes modelos vegetais para
pesquisas de base devido ao genoma conhecido e relativamente pequeno, bem como a
passividade de manipulacdo genética pela insercdo de tDNA (transcript DNA, ARIE et al.,
2007; ARABIDOPSIS GENOME INITIATIVE, 2000). O uso de mutantes desse tipo em
pesquisas contribuiu consideravelmente para avancos do entendimento das interacGes planta-
patégeno (KUNKEL; BROOKS, 2002; GLAZEBROOK, 2001; ARIE et al., 2007). No
entanto, A. thaliana possui limitacfes para o estudo de alguns aspectos dessa interacdo. Como
por exemplo, o fruto tipo vagem néo a torna um modelo ideal para estudar patégenos de frutos
carnosos. Muitos insetos e microrganismos usados em conjuncdo com Arabidopsis tem
limitada relevancia sob condi¢bes de campo (HARVEY et al., 2007). Por exemplo, 0s
Ascomicetos, que incluem os patégenos fungicos predominantes nas lavouras, ndo sdo bem
representados dentre os patdgenos conhecidos de Arabidopsis (ARIE et al., 2007). Alguns
sintomas e perdas no rendimento, observados em espécie cultiviveis, ndo sdo observados em
A. thaliana. Logo outros modelos vegetais para estudos de interacdo planta-patdégeno sdo
necessarios (TAKAHASHI et al., 2005; ARIE et al., 2007).

O repolho chinés (Brassica napa ou B. campestres) tem sido usado como alternativa
a Arabidopsis por ser da mesma familia boténica. Porém o cultivo do repolho chinés é restrito
aos paises do Leste Asiatico, portanto tem valor limitado como modelo genérico (ARIE et al.,
2007). Espécies vegetais ndo-brassicacea, tais como Nicotiana attenuata, e Solanum nigrum
tem constituido excelentes modelos em estudos ecologicos da defesa vegetal em nivel
molecular, incluso com o desenvolvimento de ferramentas moleculares e possibilidade de
ensaios em outras condi¢fes que ndo somente as da bancada do laboratorio (KESSLER et al.,
2004; BALDWIN et al., 2006; SCHMIDT et al., 2004). Solanum lycopersicum cv Micro-Tom
é um bom modelo vegetal representante de Solanaceae e outras familias botanicas com frutos
carnosos tipo baga (SCOTT; HARBAUGH, 1989).
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Essa cultivar ana de tomate produz frutos maduros em aproximadamente dois meses
apos a semeadura e é facilmente transformado com genes exdgenos usando um sistema de
transformacdo mediado por Agrobacterium (MEISSNER et al., 1997). Enhancer trapping,
gene trapping, e sistemas de desligamento génico baseados nos elementos tranponiveis Ac/Ds
e tDNA sdo descritos para Micro-Tom (MEISSNER et al., 1997). J& sdo conhecidos mutantes
hormonais da cultivar Micro-Tom, séo eles: brt (pouco sensivel a citocinina); dgt (pouco
sensivel a auxina); not (deficiente em ABA); epi (super produtor de etileno); Nr (insensivel a
etileno); procera (hipersensivel a giberelina); gib3 (deficiente em giberelina); jai-1 (pouco
sensivel a jasmonato).

Micro-Tom responde a uma ampla gama de patégenos flngicos tanto quanto
cultivares comerciais de tomate. Takahashi et al. (2005) testando suscetibilidade de Micro-
Tom a dezesseis patdgenos bem conhecidos, observou que dez deles foram patogénicos a
Micro-Tom. No entanto ndo foram experimentadas respostas diferenciais de espécies fungicas
intra-género sobre o modelo vegetal.

O modelo satisfaz os interesses cientificos e agronémicos pelo fato de que tomateiro
¢ um dos vegetais mais populares do mundo e é bem caracterizado geneticamente
(EMMANUEL; LEVY, 2002).

No século XVI o tomate foi levado a Europa pelos exploradores espanhdis e depois o
melhoramento levou ao tomate atualmente cultivado (ARIE et al., 2007). O Brasil é o oitavo
maior produtor de tomate do mundo, tendo este comddite rendido 1,6 trilhdes de dolares em
2011 (FAO, 2011). No entanto, seu cultivo mundial sofre com a abundancia de doencas
causadas por diversos microrganismos sdo cerca de 60 doencas e mais de 110 espécies de
patégenos descritos (JONES et al., 1991). De acordo com The Phytopathological Society of
Japan (2000) naquele pais, 41 fungos, 10 bactérias, 1 fitoplasma, 15 viroses, e 14 nematoides
sdo relatados como patdgenos de tomate, muitos dos quais estdo largamente distribuidos pelo
mundo. Lopes e Avila (2005) elencaram quinze doengas flngicas, sete bacterioses e sete
viroses afetando a producdo de tomate no Brasil.

A maioria das espécies selvagens é usada como fonte de genes de resisténcia no
melhoramento moderno de tomate, pois sdo relativamente resistentes contra doengas (ARIE et
al., 2007). O L. peruvianum e L. chilense coletadas no Chile sdo atualmente resistentes ao
mildio e Alternaria alternata (OKABE et al., 2005). Muitas das caracteristicas de resisténcia
a doengas, carregadas por muitas cultivares de tomate, foram introduzidas a partir de espécies

selvagens em cruzamento com S. lycopersicum (AIRES et al., 2007).
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As caracteristicas morfolGgicas, representatividade entre as plantas cultivadas,
disponibilidade de ferramentas desenvolvidas para estudos de genética reversa e a resposta a
uma ampla gama de patégenos tornam Micro-Tom um excelente modelo para estudos em
NHR.

Takahashi et al. (2005) testando suscetibilidade de Micro-Tom a dezesseis patdgenos
bem conhecidos, observou que dez dos microrganismos causaram doenca. Neste e em outros

estudos ndo foram avaliado espécies do género Colletotrichum.

2.3 Colletotrichum spp. como microrganismo modelo

O género Colletotrichum é um grande grupo dentro dos Ascomicetos, contem muitas
espécies que causam antracnose em uma gama de culturas e plantas ornamentais (BAILEY;
JEGER, 1992). Os sintomas sdo visiveis desde plantulas a planta adulta acometendo ramos,
folhas, inflorescéncias e frutos, € doenca mais severa em regiGes tropicais e subtropicais
(MENEZES, 2006).

As espécies de Colletotrichum infectam seus hospedeiros usando estratégias
similares, as quais iniciam com a deposicdo e 0 reconhecimento dos conidios sobre a
superficie do hospedeiro. Logo apds a germinacdo dos conidios hd a formacdo de estruturas
especializadas na infeccdo incluindo tubo germinativo, apressorio melanizado, hifa priméria
intracelular, e hifa secundaria necrotréfica (LIAO et al., 2012; BHADAURIA et al., 2011;
BAILEY; JEGER, 1992). Por muitos anos espécies desse género sdo utilizadas em estudos de
interacdo fungo-planta, pois consistem em excelentes modelos para estudar as bases da
patogenicidade (PERFECT et al., 1999; BAILEY; JEGER, 1992).

O género Colletotrichum apresenta plasticidade na forma de obter nutrientes do
hospedeiro durante a colonizacdo, nos estagios iniciais da infeccdo geralmente comporta-se
com biotrofico, obtendo nutrientes das células vivas do hospedeiro, e nas fases tardias da
doenca nutre-se necrotroficamente, assimilando nutrientes depois de ter matado a célula
hospedeira (BHADAURIA et al., 2011). Por isso séo citados como fungos hemibiotréficos,
existem relatos do comportamento endofitico ndo patogénico para algumas espécies do género
(LU et al., 2004; PHOTITA et al., 2005; PROMPUTTHA et al., 2007)

Algumas espécies estdo comumente associadas a determinados hospedeiros, por
exemplo, C. lindemuthianum a leguminosas, principalmente a feijdo comum (Phaseolus
vulgaris), C. musae, a frutos de bananeira (Musa spp.). Por outro lado C. gloeosporioides e C.

acutatum, podem ocorrer em diferentes familias de hospedeiros (MENEZES, 2006).
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O género Colletotrichum Corda (Teleomorfo: Glomerella Stonem.) é caracterizado
por frutificagbes setosas, denominadas acérvulos, nas quais conidios hialinos sdo produzidos
em massa alaranjada ou creme. Também podem ser formadas em ramificacdes laterais do
micélio (MENEZES, 2006). Os conidios produzidos nos acérvulos estdo envolvidos por uma
matriz gelatinosa constituida de polissacarideos e proteinas sollveis em &gua. Essa matriz,
provavelmente, protege os conidios da dissecagdo, aumentando a eficiéncia de germinacao e
penetracdo no tecido hospedeiro. (MENEZES, 2006).

A germinacao dos conidios ocorre somente na presenca de agua livre ou em elevada
umidade relativa (>90%). Na extremidade do tubo germinativo do conidio ha formacdo de um
apressorio, estrutura que pode também ser produzida na extremidade de hifas (MENEZES,
2006). No processo de infeccdo, o apressério adere a superficie do hospedeiro e por meio do
acumulo de glicerol desenvolve uma pressdo de turgor que o permite penetrar a camada
cuticular do hospedeiro com um fino peg de penetracdo ou infiltracdo e iniciar a colonizacao
dos tecidos vegetais (PERFECT et al., 1999; MENEZES, 2006) inicialmente com a
diferenciacdo do peg de penetracdo em uma hifa globulosa e biotréfica (BHADAURIA et al.,
2011), em C. truncatum esta hifa primaria permanece contida na primeira célula epidérmica
infectada durante toda a fase biotréfica (O’CONNELL et al., 1993).

Apos a fase biotrofica o fungo muda para a fase necrotréfica que esta associada com
a producdo de uma fina hifa secundaria que ramifica-se intra e inter-celularmente, matando e
decompondo os tecidos hospedeiro sendo esta mudanca critica no desenvolvimento da doenca
(BHADAURIA et al., 2011).

A maioria das espécies de Colletotrichum exibe a estratégia de infeccdo
hemibiotrofica bifasica, embora a duracdo da fase biotréfica seja variavel e esteja ausente em
muitas interacdes. Isto é exemplificado pelo processo de infeccdo de C. lindemuthianum em
feijdo (Phaseolus vulgaris) depois da penetracdo as hifas fungicas crescem no lumem celular
sem penetrar no protoplasto do hospedeiro, ou seja, elas crescem entre as membranas
plasmaticas e as paredes celulares (BAILEY; JEGER, 1992).



Figura 1 — Resumo de estratégias de infeccdo empregadas por algumas espécies de
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Fonte: PERFECT et al. (1999)
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Depois de colonizar uma ou mais células hospedeiras, a HI, que é biotréfica,
subsequentemente da origem as hifas necrotréficas (LATUNDE-DADA et al., 1996). Em
muitas interagdes com Colletotrichum ainda ndo se sabe se ocorre uma fase biotrofica
(PERFECT et al., 1999).

Devido a caracteristicas de infeccdo algumas espécies de Colletotrichum estéo

comumente associadas a determinados hospedeiros (MENEZES, 2006). Ainda assim plantas

que ndo sdo considerados hospedeiras de C. acutatum podem servir como uma fonte de

indculo potencial para a infeccdo de morango e permitir a sobrevivéncia do patdgeno entre

estacfes (FREEMAN et al., 2001). Neste sentido, é importante dizer que uma simples espécie

pode causar doenca em varios hospedeiros, como também, um Unico hospedeiro pode ser
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atacado por Vvérias espécies de Colletotrichum, as quais induzem sintomas semelhantes aos da
antracnose (MENEZES, 2006).

Disso depreende-se a importancia da correta identificacdo da espécie associada a
doenca naquele hospedeiro. A identificacdo da espécie de Colletotrichum € realizada por
aspectos da cultura e caracteristicas morfologicas e dimensdes dos conidios e apressorios.
Estes poucos caracteres analisados para separar espécies e subespécies podem ser imprecisos
para tal (CAI et al.,, 2011; KO KO et al.,, 2011) devido a grande plasticidade dessas
caracteristicas frente a variacdes ambientais (PHOTITA et al., 2005).

Nas Ultimas duas décadas varias técnicas tém sido sugeridas como ferramentas
auxiliares a taxonomia morfoldgica de fungos. A saber, o uso de marcadores moleculares
principalmente DNA (WILLIAMS et al., 1990) além de padrdes eletroforéticos de proteinas e
isoenzimas (PATERSON; BRIDGE, 1994). A identificacdo da espécie somente com base
morfologica, torna—se um tanto dificil devido a variabilidade na expressdo dos caracteres
adotados, exigindo, portanto, a aplicacdo conjunta de outros métodos que possibilitem uma
diferenciacdo correta entre espécies (MENEZES, 2006), varios autores tem feito progressos
usando essa abordagem multifasica para a identificacdo de espécies de Colletotrichum
(WEIR; JOHNSTON 2010; WIKEE et al., 2011; YANG et al., 2011).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Obtencéo de isolados adaptados e ndo-adaptados a MicroTom

Objetivando reunir uma colecdo de isolados fungicos candidatos a patdgenos
adaptados a S. lycopersicum, realizou-se o isolamento direto e indireto a partir dos tecidos de
folhas de tomateiro S. lycopersicum e frutos de jiloeiro (S. gilo) com sintomas tipicos de
antracnose. Tais tecidos foram obtidos, respectivamente, de plantas em lavouras do municipio
de Cacimbinhas, e em feiras-livres do municipio de Macei6, ambos em Alagoas.

PorcOes da zona de transicdo entre tecido sadio e doente foram desinfetadas
superficialmente em hipoclorito de sodio (NaOCI) [10 000ug=mL™] durante 3 min, seguida
por duas lavagens sucessivas com agua destilada estéril (ADE), e depositadas em placas de
Petri contendo meio BDA (batata 20%, dextrose 2%, aguar 1,5%) acrescido de 0,1% de
Tetraciclina.

As colbdnias resultantes, ap6s incubacdo de cinco dias a 25°C = 2 e 12h de
luminosidade, foram individualizadas em outras placas de Petri contendo BDA. Dessa vez
foram incubadas durante 10 dias a 27°C. Dessas placas foram preparadas suspensdes conidiais
mediante a adi¢cdo de 20mL de ADE seguida de leve esfregaco sobre o meio de cultivo. A
suspensdo de conidios resultante foi filtrada em quatro dobras de compressa cirdrgica estéril e
entdo foi ajustada para a concentragéo de 102 conidios.mL™.

Cem pL dessa suspensdo ajustada foram espalhados sobre meio AA (aguar 1,5%,
agua) em placas de Petri, as quais foram entdo incubadas no escuro a 25°C. Em intervalos
regulares de uma hora as placas foram examinadas ao microscépio, e 0s conidios germinados
foram individualmente transferidos para placas de Petri contendo meio BDA. Foram
considerados geminados os conidios que emitiram tubo germinativo de tamanho igual ou
superior ao seu comprimento.

Assim, ap0s incubacdo a 27°C e 12h de luminosidade, obteve-se coldnias
monospdricas de cada isolado. Estas foram entdo repicadas para tubos inclinados contendo
BDA os quais foram armazenados a 4°C ao abrigo da luz. Os cultivos monospdricos também
foram preservados imersos em ADE, e mantidos ao abrigo da luz a temperatura ambiente.

Candidatos a isolados ndo patogénicos foram obtidos da colecdo de fungos da
Clinica Fitossanitaria do Centro de Ciéncias Agrarias (CECA) vinculada a Universidade
Federal de Alagoas (UFAL).
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3.2 Producéo de plantas Micro-Tom

Para produzir plantulas a serem usadas em experimentos que requeriam a inoculagao
de Solanum lycopersicum cv Micro-Tom, apds semeadura sobre substrato Plantmax® e
vermiculita (1:1), as plantulas geradas foram transferidas para vasos com capacidade para 300
mL contendo a mesma formulagéo de substrato acrescida delg de NPK (10:10:10)/L e 4g de
calcério dolomitico (Ca e Mg)/L. As plantas foram entdo mantidas em casa de vegetacdo sob
temperatura de 20°C + 8 recebendo 1g de NPK (10:10:10)/L de substrato em intervalos de 15
dias. A irrigacdo foi realizada em intervalos de 48h + 24 mantendo a umidade do substrato
préximo a capacidade de campo.

Todas as sementes foram gentilmente doadas pelo Dr. Lézaro Eustaquio Pereira
Peres (Universidade de S&o Paulo, Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz,
Piracicaba - SP).

3.3 Producéo otimizada de conidios

A fim de obter um protocolo para producdo de indculo foram testados os meios de
cultivo sélidos: Batata-Dextrose-Agar (BDA; 20% batata, 2% dextrose), Aveia-Agar (AVA,
7,5% Aveia em flocos), Yeast Carbon Base-Agar (YCB; 1,17% yeast carbon base), Mathur’s
modificado (MS; 0,1% extrato de levedura, 0,1% bactopeptona, 1% sacarose, 0,25%
MgSOQOs-7H20, 0,27% KH2PO4), Agar-V8 (AVS; 10% suco V8, 0,2% CaCOs), Agar-Malte
(AM; 2% extrato de malte, 2% dextrose, 0,1% peptona). Todos 0s meios de cultivo continham
1,5% de agar.

O isolado CF15 de Colletotrichum foi repicado para os cinco diferentes meios de
cultivo em trés repeticdes bioldgicas. As quais foram incubadas escuro a temperatura de 25°C
+ 2 durante dez dias. O diametro do micélio crescido, de cada repeticdo bioldgica, foi entdo
aferido ao sétimo dia de crescimento. Desse modo entdo a taxa de crescimento micelial foi
calculada através da equacdo: TC(mm-dial)= D-N7, onde, D = Didmetro médio atual e N =
Numero de dias ap0s a inoculacéo.

Decorridos 10 dias de crescimento micelial foi avaliada a producédo de conidios. Para
tanto uma suspensdo conidial foi preparada com 10mL de agua destilada estéril, seguida de
contagem ao hemacitdometro. As médias aritméticas entre as repeticdes foram calculadas, para
cada tratamento de ambos o0s experimentos, e estas foram submetidas a uma analise de
variancia pelo teste de Tukey no nivel de 5% de probabilidade. Tal teste foi aplicado usando a

sequencia légica do programa de computador Assistat 7.6 Beta.
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3.4 ldentificacéo dos isolados de Colletotrichum
3.4.1Morfocultural

Para poder observar as caracteristicas da col6nia bem como obter esporos para
morfometria, cada isolado monospdrico foi repicado para placas de Petri contendo meio BDA
e incubados durante 10 dias no escuro a temperatura de 27°C. Decorrido esse tempo, as
coldnias formadas foram fotografadas e informacdes quanto a forma, textura e coloracdo
foram coletadas. Dessas col6nias foram preparadas suspensfes de conidios as quais foram
ajustadas para a concentragao de 10° conidios.mL™.

Uma gota de 50pL de cada suspensao foi depositada sobre lamina de vidro para
microscopia em cinco repeti¢des. As laminas contendo as gotas foram entdo submetidas a
condicdo de cdmara Umida até a germinacdo dos conidios e formacdo de apressorios. Os
conidios germinados foram entdo fixados mediante a adi¢do de uma gota de lactofenol (acido
latico, H20, fenol, glicerina 1:1:1:2; 0,5% de azul de algodao) mais solucdo de Shear (H20,
glicerina, etanol 95% 5:2:3; acetato de potassio 3%) e montados entre lamina e laminula.

Cinquenta conidios e apressorios foram medidos bidimensionalmente (comprimento,
largura e relacdo entre ambas) ao microscopio de luz acoplado ao sistema de captura de
imagem. As medi¢cbes sobre as imagens capturadas foram feitas com o programa de
computador Bel Microlmage Analizer 2.3. De posse desses dados foram calculados a media e
0 desvio padrao.

3.4.2Molecular rDNA (ITS)

Visando ratificar a identificagdo morfoldgica e bioquimica por padrbes
eletroforéticos de proteinas, procedeu-se para viabilizar o sequenciamento e comparacéo entre
as sequencias ITS dos isolados de Colletotrichum com as ja depositadas em bancos de dados
dessa natureza. Para tanto cinco discos de BDA (batata 20%, dextrose 2% e agar 1,5%)
contendo micélio de cada isolado foram inoculados em 100mL do meio BD (20% batata, 2%
dextrose) durante sete dias, a temperatura de 25 +2°C, e 12 horas de luz, com agitacdo
continua de 30rpm.

A coleta micelial de cada isolado foi feita por filtracdo seguida por duas lavagens
sucessivas com ADE (agua destilada esterilizada) gelada. Todo micélio foi entdo pulverizado
na presenca de nitrogénio liquido e armazenado a temperatura de -80°C para uso futuro.

Aproximadamente 1g da massa micelial congelada foi pulverizada na presenca de
nitrogénio liquido. Na sequéncia foi adicionado 650uL de tampédo de extracdo (3%CTAB,
1,4AM NaCl, 20mM EDTA, 100mM Tris/HCI pH 8, 1% PVP) a cerca de 0,1g de tecido
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micelial macerado. A mistura foi homogeneizada e incubada a 65°C durante uma hora com
vigorosas agitacoes a cada dez minutos.

A desproteinizacgdo foi feita mediante trés lavagens com uma mistura de cloroférmio
e alcool isoamilico (CIA) 24:1. Os acidos nucleicos foram precipitados pela adicdo de 650uL
de isopropanol gelado. O precipitado foi lavado com etanol 70%, seco a 37°C e ressuspendido
em 30uL de tampdo de elui¢do (TE - 10 mM Tris, 1 mM EDTA acrescido de RNAse) pH 8.0.
A concentragdo de DNA em cada amostra foi aferida em fluorbmetro e uma aliquota foi
ajustadas para 10ng=uL™,

Aproximadamente 25ng de DNA foram usados em cada reacdo de PCR (polimerase
chain reaction), além dos pares de iniciadores: ITS 1 e 4 e ITS 3 e 4. A reacdo de PCR foi
realizada com o seguinte ciclo termal: 94°C por 3min., seguido por 35 ciclos de denaturacdo a
94°C por 1min., anelamento a 58°C por 30s e alongamento a 72°C por 1min, com uma etapa
final de extensdo a 72°C por 7min. Parte dos produtos da PCR foram corados com Sybr green
e apos eletroforese de 3V-cm durante pelo menos duas horas em gel de agarose 1,5%, foram
visualizados por transluminagédo em luz ultravioleta.

A parte restante dos amplificados foram entdo precipitados pela adicdo de igual
volume de isopropanol gelado e centrifugacdo a 13 000 rpm a 4°C. O precipitado foi lavado
com etanol 70% e seco por ndo mais que 10 min a 37°C. S0 entdo foi ressuspendido em agua
MilliQ. Apos tal procedimento a concentracdo do precipitado foi aferida via florémetro e
eletroforese em gel de agarose 2%. O DNA amplificado foi entdo diluido a concentracdo de

8ng-uL! e estocado a -80°C para sequenciamento futuro.

3.5 Caracterizacao dos isolados de Colletotrichum
3.5.1Teste de infiltracdo

Para investigar a producdo de enzimas ou toxinas extracelulares produzidas pelos
diferentes isolados, estes foram crescidos em meio de cultivo liquido rico em carboidratos e
em outros meios de cultivo pobres suplementados com diferentes fontes de nitrogénio.

De cada isolado flngico, cinco discos de BDA contendo micélio aos cinco dias de
crescimento foram inoculados em 100 mL do meio BD (20% batata, 2% dextrose), Y CBiaio,
YCBta2 (1,17% Yeast carbon base, 10 e 2uM tartarato de amonio (Cs Hi2 N2 Og)), YCBhpio,
YCBnp2 (1,17% Yeast carbon base, 10 e 2uM nitrato de potassio (KNOz)) durante sete dias, a
temperatura de 25 £2°C, sob fotoperiodo de 12 horas, com suave agitacdo continua de 30rpm.

A massa micelial foi filtrada e o meio liquido (40mL) contendo as proteinas

secretadas foi coletado. Apds centrifugacdo a 10 000 rpm, 4°C durante 30 minutos o
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precipitado foi descartado e o sobrenadante foi armazenado a -20°C. Dos meios liquidos de
cultivo foram retiradas aliquotas de 1mL os quais foram contidos, individualmente, em
seringas descartaveis de 3mL utilizadas para infiltrar trés foliolos por planta de Micro-Tom
aos 55 dias pds semeadura. Cada foliolo conteve trés pontos de infiltracdo. As plantas foram
inspecionadas diariamente, durante sete dias, em busca de alteracGes fisicas nas adjacéncias

dos pontos de infiltragéo.

3.5.2Teste de patogenicidade

Para confirmar e/ou conhecer 0 comportamento patogénico ou ndo de cada isolado
sobre S. lycopersicum, os isolados monospdricos foram cultivados em meio BDA durante sete
dias. Depois foram sacados discos do meio contendo micelio da zona de crescimento ativo
dos isolados. Tais discos foram inoculados sobre penta perfuracdo em folhas e frutos
destacados de tomateiro. Todos foram previamente desinfetados superficialmente mediante
lavagem com agua e sabdo seguida de imersdo durante 20 minutos em solugdo NaOCI
[300pug~mL] e duplo enxague em ADE.

Um chumaco de algoddo embebido em ADE foi envolto na extremidade proximal do
peciolo foliar, a qual foi depositada sobre placa de Petri assim como os frutos. Os 6rgaos
inoculados foram mantidos em camara Umida durante sete dias, periodo no qual foram
examinados diariamente quanto a presenca de cloroses, escurecimentos, necroses e lesGes
deprimidas.

Foram inoculadas trés orgaos (repeticdo bioldgica) por isolado fangico (tratamento)
além de um controle negativo inoculado com discos de BDA asséptico. As parcelas que
exibiam um ou mais desses sinais foram monitoradas e o diametro da lesdo foi medido as
72hai (horas ap0s inoculacéo).

As 168hai foram fotografados pontos de inoculacéo foliolar de cada tratamento. Para
tal empregou-se 0 microscopio estereoscopico conjugado ao sistema de captura de imagem. O
aumento empregado foi de aproximadamente 40 vezes. As imagens foram tratadas quanto a
brilho e contraste com o programa de computador Microsoft® Picture Manager 2010 14.0 e 0
tamanho reconfigurado guardando as proporcGes da imagem original capturada. A média
aritmética entre as repeticdes foi calculada para cada tratamento e estas submetidas a uma
analise de variancia pelo teste de Tukey no nivel de 5% de probabilidade. Tal teste foi

aplicado usando a sequencia légica do programa de computador Assistat 7.6 Beta.
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3.5.3 Avaliacdo da resisténcia

Objetivando identificar indicios de que tipo de resisténcia acontece na interacdo entre
os isolados com monocotiledoneas (Musaceae) e rosides (Fabaceae) estes foram cultivados
em meio BDA durante sete dias. Depois foram sacados discos do meio contendo micélio da
zona de crescimento ativo de todos os isolados fungicos. Tais discos foram inoculados sobre
penta perfuracdo de agulha em folhas destacadas de Phaseolus lunatus e em frutos destacados
de Musa sp.. Todos previamente desinfetados superficialmente mediante lavagem com &gua e
sabdo seguida de imersdo durante 20 minutos em solu¢io NaOCI [300ug+mL™] e duplo
enxague em ADE.

Os orgéos inoculados foram mantidos em cdmara Umida durante dez dias, periodo no
qual foram examinados diariamente quanto a presenca de cloroses, escurecimentos, lesdes
deprimidas e necroses. As parcelas que exibiram um ou mais desses sintomas foram
monitoradas e medidas no progresso daqueles sintomas (didmetro da lesdo). A média
aritmética entre as repeticdes foi calculada para cada tratamento e estas submetidas a uma
andlise de variancia pelo teste de Tukey no nivel de 5% de probabilidade. Tal teste foi

aplicado usando a sequencia légica do programa de computador Assistat 7.6 Beta.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Obtencéo de isolados adaptados e ndo-adaptados a MicroTom

A prospeccdo de espécies de Colletotrichum adaptados a Solanaceae resultou na
obtencéo de cinco isolados monosporicos. Desses, quatro (CF13, CF 15, CF16 e CF17) foram
isolados de uma Unica planta sintomatica de tomateiro e o Gltimo deles (JL) isolado do fruto
sintomatico de Solanum gilo.

A ocorréncia, em um mesmo individuo hospedeiro, de mais de um isolado de
Colletotrichum com caracteristicas morfofisiologicas distintas é amplamente relatada
(MENEZES, 2006; HYDE et al., 2009; SERRA et al., 2011). Dessa observacdo depreende-se
a plasticidade no estilo de vida do fungo quando em interagdo com aquele hospedeiro, podem
atuar sobre o vegetal como patdgeno, endofitico, ou ainda sofrer as limitacBes relativas a
patdgenos ndo adaptados (MENEZES, 2006; RANATHUNGE et al., 2012).

Respostas quanto ao estilo de vida e estratégia de infeccdo devem ser alcancadas
através de testes de patogenicidade a Solanaceae e a outras familias botanicas distantes
filogeneticamente para entender mais sobre a complexa relacédo patdégeno-hospedeiro moldada
durante coevolucdo. (EL OIRDI, 2011; PIETERSE; DICKE, 2007). Baseado na distancia
filogenética com Solanaceae foram selecionados da colecdo de fungos da Clinica
Fitossanitaria do CECA, os isolados WT13 oriundo de folhas de Phaseolus lunatus (fava)
identificado como C. truncatum e CM obtido de frutos sintométicos de Musa sp. (bananeira)
identificado como C. musae. Ambos foram submetidos a novo processo de identificacdo

morfoldgica e teste de patogenicidade a Solanum lycopersicum.

4.2 Producdo otimizada de conidios

Os estudos de interacdo entre patdgeno e hospedeiro requerem muitas vezes a
inoculacdo dos tecidos vegetais com estruturas infectantes do microrganismo. Quando se
investiga resisténcia do nao-hospedeiro, a estrutura de dispersdo do microrganismo € o
principal produto para a inoculagdo, uma vez que observando a interagdo e desenvolvimento
destas estruturas sobre o tecido vegetal é possivel indicar onde a mesma ndo se adapta ao
hospedeiro. Para Colletotrichum a estrutura dispersiva é o conidio, na natureza estes sdo
produzidos preferencialmente em acérvulos, em condi¢Ges artificiais sdo produzidos em
pseudoacérvulos ou nas pontas das hifas, depois do necessario crescimento micelial e expolio
de nutrientes.

O teste de taxa de crescimento micelial frente a diferentes meios de cultivo sélido

revelou que o meio de cultivo a base de Extrato de Malte (AM) proporcionou a maior taxa de
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crescimento micelial para o isolado CF15, diferindo estatisticamente dos demais meios de
cultivo testados. O meio de cultivo Mathur’s (MS) néo diferiu do AV8 enquanto este néo
diferiu do BDA nem do Aveia (AvA). Contudo todos diferem de YCB o qual proporcionou a
menor taxa de crescimento micelial do isolado CF15 entre os meios de cultivo testados
(Figura 2).

A presenca de uma fonte proteica na formulagdo dos meios de cultivo que obtiveram
os melhores resultados, AM — peptona e MS — bactopeptona, como também observado por
Couto e Menezes (2004) estudando o efeito da nutricdo sobre crescimento micelial e
esporulacdo de C musae, essas observacdes apontam para a importancia desse ingrediente em
experimentos onde é requerido um crescimento micelial rapido com esperada consequéncia
do incremento na massa seca. Muito embora, 0s protocolos habituais de produgdo micelial
para extracdo de biomoléculas sugiram o meio de cultivo Emerson (0,4% extrato delevedura,
1,5% amido, 0,1% K2HPO4, 0,05% MgS04) (XIAO et al., 2004).

Couto e Menezes (2004) observaram a mesmo efeito sobre a producéo de conidios da
maioria dos isolados utilizados naquele estudo. No entanto a quantificacdo da producgéo de
conidios no presente estudo mostrou que a maioria dos meios de cultivo ndo diferem
estatisticamente, exceto o meio de cultivo BDA o qual proporcionou uma producdo de
conidios 26,8 vezes superior a0 meio YCB (Figura 2B), o segundo melhor. Embora o
coeficiente de variacdo deste ensaio tenha ficado dentro de limites aceitaveis em experimentos
bioldgicos (12,89%).
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Figura 2 — Comportamento do isolado CF15 frente a diferentes meios de cultivo. Letras minusculas iguais
nas colunas ndo diferem estatisticamente no teste de Tukey (p < 0.05). A - Taxa de crescimento micelial em
sete dias (dms = 0,39 CV% = 1,45). B - Producéo média de conidios no décimo dia (dms = 1,6 CV% =

12,89).
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Fonte: AUTOR

4.3 ldentificacio dos isolados de Colletotrichum
4.3.1Morfocultural

Para identificar inicialmente os isolados de Colletotrichum desse estudo foi utilizada
a caracterizagdo morfocultural baseada em aspectos como cor e textura da col6nia, além da
morfometria de conidios e apressorios, tais observacdes revelaram para o isolado CF13 uma
coloracdo salmdo escurecida com micélio aéreo esbranquicado, textura cotonosa pouco densa
e presenca de corpos de frutificacdo associados a goticulas translicidas, aparentemente

composta por agua (Figura 3A). As dimensdes médias dos conidios foram de 22,96um + 1
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por 3,19um * 0,3 e dos apressorios de 16,26pum + 2,5 por 7,07um + 0,6 (Figura 5). Essas
caracteristicas identificaram o isolado como Colletotrichum gloeosporioides (C.g.1) segundo
Sutton (1980).

Ainda baseado no mesmo autor o isolado CF15 por exibir coloracdo branca
amarelada, acinzentado no centro da colonia, textura compacta aveludada (Figura 3B) e 0
verso uniformemente branco amarelado, conidios retos e fusiformes constritos medianamente
com dimensdes meédias de 19,11um + 1,2 por 3,63um + 0,4 e apressorios medindo 14,71um +
1,3 por 7,7um £ 1 (Figura 4A e B), e por ter sido isolado de uma Solanaceas, trata-se de
Colletotrichum coccodes.

As colbnias do isolado CF16 apresentaram massa micelial branca e pouco densa
(Figura 3C), no entanto ndo foram produzidos conidios até 0 momento da avaliagdo. Por isso
ndo foi possivel identificar tal isolado. J& o isolado CF17 apresentou micélio salmao
esbranquicado (Figura 3D) de verso negro e textura compacta aveludada, os conidios
exibiram dimensdes médias de 22,95um + 0,8 por 3,15um + 0,2, ja nos apressorios foram de
16,83um £ 2,4 por 6,99um + 0,5 (Figura 5). Assim, de acordo com Sutton (1980), trata-se de
C. gloeosporioides (C.g.2) assim como o isolado CF13, inicialmente ambos os isolados foram
separados devido a caracteristicas culturais distintas ap6s o isolamento enquanto ainda em
coldnia multispérica. Uma vez que, segundo Photita et al. (2005) a caracterizacdo baseada
somente em caracteres morfolégicos muitas vezes ndo é descritiva para separar espécies de
Colletotrichum, outras abordagens e técnica devem ser empregadas com essa finalidade.

O isolado JL mostrou massa micelial cinza esbranquicada de bordas salmao, textura
aveludada densa (Figura 3E) e o verso branco amarronzado mais escuro ao centro da colbnia.
Somada a morfometria dos conidios 15,18um + 1,5 por 3,54um + 0,4 e apressorios 8,59 um +
0,5 por 5,96um + 0,4 (Figura 4C e D), logo o isolado Jil6 foi compativeis com Colletotrichum
acutatum (C.a.) (SUTTON, 1980).

Os isolados obtidos da Clinica Fitossanitaria tiveram a identificacdo confirmada. O
Colletotrichum truncatum (C.t.) possui coldnia negra acinzentada de bordas esbranquigadas,
micélio aveludado e pouco denso (Figura 3F). Pseudoacérvulos puderam ser observados sob a
forma de granulagGes por toda superficie do meio de cultivo. Os conidios fortemente falcados
medindo 24,57um + 0,6 por 3,34um = 0,6, apressorios com dimensdes de 16,33um + 0,8 por
8,23um £ 0,4 (Figura 5) e a relagdo com Fabaceae confirmaram o isolado WT13 como C.
truncatum. O Colletotrichum musae (C.m.) mostrou micélio flocoso e por¢des salmdo com
micelio submerso e outras brancas aveludadas (Figura 3G). Corpos de frutificacdo negros

foram observados no verso e reverso neste ultimo também foi possivel observar uma
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mucilagem alaranjada sobre os corpos de frutificacdo. Tal mucilagem também foi observada
por Couto e Menezes (2004). Os conidios medindo 10,86um + 1,2 por 4,73um £ 0,7 e 0s

apressorios com 9,14um £ 1,4 por 7,19um = 1,2 (Figura 4E e F) confirmam a identificacao.

Figura 3 - Colbnias de Colletotrichum spp. aos 10 dias de crescimento sobre BDA a 25°C e 12h de luz. A —
CF13 - C. gloeosporioides (C.g.1), B — CF15- C. coccodes (C.c.), C — CF16, D — CF17- C. gloeosporioides
(C.g.2), E-JL-C. acutatum (C.a.), F - C. truncatum (C.t.), G — C. musae (C.m.).

Fonte: AUTOR



Figura 4 - Conidios e apressérios de Colletotrichum x400. AeB-C.c,CeD-C.a,EeF-Cm.

Fonte: AUTOR
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Figura 5 — Quadro-resumo das caracteristicas analisadas para identificar morfometricamente os isolados de Colletotrichum..

Isolado Espécie Abreviatura Hospedeiro Colbnia Conidio (um) Apressorio (um)
CF13 Colletotrichum Cg.l Solanum lycopersicum Salmao e branca 22,96 +1x3,19+0,3 16,26 +2,5x 7,07 £ 0,6
gloeosporioides C/L7,28+0,8 C/lL231+04
CF15 C. coccodes C.c. S. lycopersicum Branca amarelada e 19,11+1,2x3,63+£0,4 1401+13x7,72%1
cinza C/L532+0,6 C/L1,94+0,3
CF16 - S. lycopersicum Branca - -
CF17 C. gloeosporioides C.g.2 S. lycopersicum Salméo e branca 2295+0,8x3,15%£0,2 16,83 £2,4x6,99+£0,5
C/L7,33+£0,7 C/L2,41+0,3
JL C. acutatum Ca. S. gilo Cinza e salméao 15,18+ 15x3,54+0,4 8,59+0,5x596+0,4
C/L4,36+£0,7 C/lL1,44+0,1
WT13 C. truncatum Ct. Phaseolus lunatus Cinza e banca 2457 +0,6 x3,34+0,6 16,33+0,8x8,23+£0,4
C/L767+16 C/L1,99+0,1
CM C musae C.m Musa sp. Salmao e branca 10,87 +1,2x4,7+0,7C/L

23+05

9,14+14x7,19+1.2
C/L1,29+0,2

Fonte: AUTOR

1€
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4.3.2Molecular rDNA (ITS)

A identificagdo de Colletotrichum baseada apenas na morfologia, tamanho e forma
de conidios, aspecto e coloracdo da coldnia, é problematica devido aos poucos caracteres
analisados para separar espécies e subespécies, 0s quais podem também ser imprecisos para
tal (CAI et al., 2011, KO KO et al., 2011). Aliada a isso a plasticidade de caracteristicas
morfologicas influenciadas pelas variagdes ambientais e a existéncia de formas intermediarias
tornam os caracteres morfolégicos inapropriados para sozinhos discernir entre espécies de
Colletotrichum (PHOTITA et al., 2005). Assim, técnicas moleculares oferecem métodos
alternativos a caracterizacdo morfologica e fisiologica para estudos de taxonomia em
fitopatologia (BORMAN et al., 2008). Além de serem usadas em estudos ecoldgicos que
buscam identificar individuos ou clones dentro de populacbes (GLASS; DONALDSON,
1995). Esses estudos baseiam-se principalmente na analise das sequencias de nucleotideos de
regides conservadas do genoma flngico.

A maioria das andlises filogenéticas focam no DNA ribosomal (rDNA), que contem
repeticdes conjugadas de trés genes (28S, 18S, e 5.8S) (GLASS; DONALDSON, 1995;
GIARETTA et al., 2010). Utilizando iniciadores ITS (internal transcribed spacer),
comparacbes entre as sequencias de DNA sdo usadas para inferir sobre relacGes
evolucionérias entre diferentes grupos flngicos (BRUNS et al., 1992). Previamente a analise
de sequencias é necessaria a extracdo e amplificacdo da regido conservada alvo. O método de
extracdo empregado nesse estudo mostrou-se eficaz para todos os isolados (Figura 6). No
entanto a instabilidade do acido nucleico pos-extracdo dificultou a reacdo de PCR para o
isolado CF15. Todos os isolados amplificaram com a combinacédo de iniciadores ITS 3 e 4, de
outro modo foi a combinacéo ITS 1 e 4 a qual ndo foi efetiva em amplificar a regido alvo dos
isolados CF13 e CF17, ambos identificados morfologicamente como C. gloeosporioides
(Figura 7).
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Figura 6 — DNA gendmico submetido a duas horas de eletroforese 3V+cm™ em gel de agarose 0,8%.

Cgl Cec CF16 Cg2 Ca Ct Cm.

Fonte: AUTOR

Figura 7 — Produto de PCR visualizado ap6s duas horas de eletroforese 3V+cm™ em gel de agrose 1,5%.
Utilizou-se a combinacao de iniciadores ITS3 e 4 para C.g.1e C.g.2e ITS 1 e 4 para os demais. A direita
amplificacdo realizada somente C.c., visto a auséncia de amplifica¢do na primeira PCR.

M Cgl Cc.CF16Cg2 Ca. Ct Cm. B M Ce. B

Fonte: AUTOR

O fato de que os isolados C.g.1 e C.g.2 amplificaram com a combinacéo ITS 3 e 4
porém ndo com ITS 1 e 4 sugere algum problema no anelamento do iniciador ITS1, se por
ndo complementaridade reforgca o observado por White et al. (1990) quando desenvolveram
iniciadores espécie-especificos baseados na sequencia de ITS1 para C. gloeosporioides. De
forma semelhante fez Sreenivasaprasad et al. (1996) para C, acutatum, no entanto a
amplificacdo com os iniciadores ITS 1 e 4 no presente estudo ndo demonstrou qualquer

problema para C.a., requerendo confirmacgéo da caracterizacdo morfoldgica.
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No International Nucletoide Sequence Databases ja ha depositadas sequéncias ITS
de Colletotrichum e Glomerella e estes dados sdo frequentemente usados para o diagnostico
de espécies do género (LOBUGLIO; PFISTER, 2008, CROUCH et al., 2009). No entanto o
ITS sozinho ndo pode ser usado para uma identificacdo confiavel de espécie, principalmente
para as espécies do complexo C. gloeosporioides (CAI et al., 2009), estima-se que mais de
86% dos chamados C. gloeosporioides no GenBank divergem filogeneticamente do espécime
tipo (CANNON et al., 2008), provavelmente tratam-se de outras espécies de Colletotrichum.
Possivelmente a identificacdo molecular baseada na sequencia ITS de C.g.1 e C.g.2 seja

dificultada por esse fato.

4.4 Caracterizacdo dos isolados de Colletotrichum
4.4.1Teste de infiltracdo

Os fungos dispdem de um amplo arsenal enzimético extracelular que desempenha
um papel importante na patogénese permitindo a penetracdo e colonizacdo do tecido
hospedeiro. (JARAMILLO, 2013; VALUEVA; MOSOLOV, 2004). O experimento objetivou
caracterizar os isolados pela reacdo do tecido vegetal quando infiltrado com proteinas ou
toxinas secretadas em meio de cultivo. Os resultados ajudam na caracterizagdo da
patogenicidade, agressividade e tipo de interacdo entre fungo e planta. Assim avaliando a
atividade das proteinas fangicas secretadas em meio de cultivo liquido contra o tecido foliar
de Micro-Tom observou-se a promocdo de lesdes no extrato de C.g.2 em meio rico em
carboidrato (BD+C.g.2, Figura 8B), e no extrato de C.c. tendo como fonte de nitrogénio
nitrato de potassio (Y CBnpiot+C.cC., Figura 8C).
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Figura 8 - Folhas de Micro-Tom infiltradas com meio de cultivo liquido onde cresceram Colletotrichum
spp.. A—- ADE. B-BDA+C.g.2, C — YCBnpw+C.C.).

A B C

Fonte: AUTOR

A provavel producdo e excrecdo de toxinas ou de enzimas envolvidas na degradacao
celular foi observada para isolado C.g.2 somente quando este cresceu em meio liquido BD
rico em carboidratos, podendo esse fendmeno indicar a influéncia do estado nutricional
fangico sobre a patogenicidade do mesmo. O isolado C.c, produziu enzimas ou toxinas
guando cresceu em meio liquido pobre de composicdo semelhante ao meio sélido (YCB)
empregado no experimento de taxa de crescimento micelial onde apresentou o menor
crescimento (Figura 2A), suplementado com 10uM de KNO3z. No mesmo meio com redugao
da fonte de nitrogénio (2uM de KNOs) o isolado C.c. ndo exibiu 0 mesmo comportamento. O
estresse nutricional adicional causado pela reducdo de nitrogénio anulou a producdo do fator
que causa morte do tecido. A reducdo de nitrogénio ou alteracdo da relacdo Carbono e
Nitrogénio teve efeito na producdo dos elementos que causaram a morte do tecido infiltrado,
devendo esta relacdo nutricional ser explorada. Sugerindo o estresse causado pela falta de
nitrogénio que além do estresse nutricional a concentracdo da fonte de nitrogénio também
implica na producéo das substancias nocivas ao tecido vegetal.

De maneira geral a adaptagdo metabdlica para aproveitar melhor uma ou outra fonte
de carboidrato é bastante variavel, incluso entre isolados da mesma espécie como observado
por Barbosa et al (2002) estudando as melhores fontes de carboidrato e nitrogénio, além da

relagdo C/N ideal para crescimento e esporulacdo de isolados de Verticillium lecanii.
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Mafacioli et al. (2008) estudando a variacdo na agressividade de C.gloeosporioides, isolado
de folhas de pupunha Bactris gasipaes monocotiledonea (Arecaceae), crescidos em diferentes
fontes de carboidrato verificaram que a agressividade foi maior quando o fungo foi nutrido
com amido em vez de glicose ou maltose. Tal fendmeno pode estar relacionado a dificuldade
de digestdo e assimilagdo do amido, um polimero maior que a glicose e a maltose ou ainda o
amido é uma fonte mais energética e portanto nutri melhor o fungo, o qual produz conidios de
maior vigor e capacidade de suplantar as defesas basais do vegetal e causar doenga.

No presente experimento relacdo semelhante ndo se aplica, pois a causa das lesGes
foi provavelmente uma enzima ou toxina secretada no meio de cultivo liquido durante o
crescimento fangico e ndo devido a conidios mais vigorosos. 1sso aponta para uma possivel
estratégia necrotrofica empregada por C.g.2 e C.c. quando, o primeiro, em condicdo
abundante em nutriente e 0 segundo em condicdo deficiente de nutrientes. Essa suposicao
pode ser reforcada em um teste de patogenicidade sobre folhas e frutos de tomateiro, desse
modo espera-se que sobre folhas de tomateiro onde a reserva de amido tende a ser menor C.c.
seja mais agressivo ao passo que sobre frutos de tomateiro um 6rgdo com reserva energetica

maior C.g.2 seja mais agressivo.

4.4.2 Teste de patogenicidade

O teste foi realizado para confirmar o comportamento como patdgeno adaptado e ndo
adaptados das diferentes espécies de Colletotrichum avaliadas nesse estudo correlacionando
com os resultados obtidos no teste de infiltracdo. Inicialmente procedeu-se ao teste de
patogenicidade sobre folhas e frutos de S. lycopersicum. O teste revelou que todos os isolados
(C.g.1, C.c., CF16, C.g.2 e C.a.) sdo patogénicos e portanto adaptados a colonizar folhas e
frutos de S. lycopersicum (Figuras 9 e 10). Considerando que 0s quatro primeiros foram
isolados da mesma planta a patogenicidade dos mesmos pode habilita-los como modelo para
estudos focados no sinergismo entre as espécies de patdgeno durante interacdo com um
hospedeiro. Tal abordagem de pesquisa tem sido requerida e ansiada, pois pode contribuir
para 0 conhecimento ecolégico e mais proximo do que ocorre na natureza quando O
hospedeiro interage simultaneamente com varios patdgenos e mutualistas (Morris et al.,
2007).

Uma gradagdo da agressividade sobre folhas foi observada. O isolado CF16 foi o
mais agressivo considerando o diametro absoluto da lesdo, no entanto 0 mesmo ndo diferiu
estatisticamente de C.g.1 e C.g.2. Em um nivel de agressividade menor estdo C.c. e C.a. € no

extreme inferior estdo C.t. e C.m. os quais ndo causaram doenca sobre folhas de S.
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lycopersicum (Figuras 9F e 10G e H). Sobre frutos, embora observada uma variagdo nos
valores absolutos do diametro médio de leséo entre C.c., CF16 e C.g.2 0s quais produziram
lesbes maiores que C.g.1 e C.a., ndo houve diferenca estatistica entre os cinco. O ensaio
confirma que C. trucantum (C.t.) e C. musae (C.m) sdo patdgenos ndo-adaptados a S.
lycopersicum. A resisténcia do ndo-hospedeiro (NHR) de S. lycopersicum foi confirmada para
C.t. e C.m. os quais ndo causaram doenca sobre folhas nem frutos, portanto mostraram-se néo-
adaptados a colonizar tecidos testados de S. lycopersicum.

Os resultados do teste de patogenicidade quando confrontados com os do teste de
infiltracdo sugerem que a producdo de enzimas hidroliticas e toxinas ndo é essencial para a
patogenicidade das espécies C.g.1, CF16 e C.a.. As lesdes ocasionadas por C.g.2 e C.c. no
teste de infiltracdo apontam para que ambos utilizem uma estratégia necrotrofica de nutricdo e
consequente infeccdo revelando haver diferenca intraespecifica nessa caracteristica (C.g.1 e
C.g.2). Suspeitou-se que C.c seria mais agressivo sobre folhas e C.g.2 sobre frutos devido a
disponibilidade energética nos diferentes 6rgdos vegetais. Os resultados demonstraram o
contrario C.c. mostrou-se menos agressivo sofre folhas que C.g.2 em valores absolutos, muito

embora C.c e C.g.2 ndo tenham diferido estatisticamente (Figura 11).



Figura 9 - Folhas Micro-Tom ap6s 168 h da inoculacéo com discos de BDA contendo micélio. A-
testemunha, B-C.c., C-CF16,D-C.g9.2,E-C.a, F-C.t.

Fonte: AUTOR
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Figura 10 - Frutos de tomateiro inoculados com discos de BDA contendo micélio. A — testemunha, B —
Cgl,C-Cc,D-CF16,E-Cg.2,F-Ca.,G-Ct,H-Cm..

Fonte: AUTOR
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Figura 11 - Teste de patogenicidade sobre folhas (A) e frutos (B) destacados de tomateiro. Letras
minusculas iguais nas colunas ndo diferem estatisticamente no teste de Tukey (p < 0.05). A—dms = 2,53
CV% =14,95. B —dms = 5,63 CV% = 26,58.
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4.4.3 Avaliagdo da resisténcia

No teste de patogenicidade sobre folhas e frutos de S. lycopersicum, C.t. e C.m.
comportaram-se como fungos ndo adaptados, isso 0s elege como espécies contrastantes a
aquelas patogénicas a tomateiro em estudos de interacdo planta-patdgeno. Logo a selecdo de
espécies adaptadas a Solanaceae e ndo adaptadas a Fabaceae e Musaceae, bem como a selecéo
de espécies adaptadas as trés familias botanicas é de especial interesse para estudos de NHR
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com abordagem ecoldgica e evolutiva, visto que a complexa relacdo de ataque e defesa entre
vegetais e microrganismos foi moldada mediante co-evolugédo (EL OIRDI, 2011).

A investigacdo de espécies adaptadas e ndo adaptadas a Fabaceae e Musaceae
procedeu-se com o teste de severidade a folhas de Phaseolus lunatus e frutos Musa sp., 0 qual
revelou que todas as espécies foram patogénicas a folhas de P. lunatus exceto C.g.1 e C.m.
Ambos ndo diferiram estatisticamente entre si e nem da testemunha ndo inoculada (Figuras 12
e 14A ). Contra frutos destacados de Musa sp. fica clara a patogenicidade apenas de C.m.
dentre as espécies testadas, apesar do alto coeficiente de variacdo 33,63% (Figuras 13 e 14B).

Os resultados apontam C.g.1 e C.a. como ndo adaptados a P. lunatus nem a Musa
sp., diferente de C.g.2 que foi patogénico a frutos de Musa sp. e, juntamente com CF16, foi
mais agressivo a folhas de P. lunatus superando C.t. fungo comumente relacionado a
Fabaceae (Figuras 12 e 14A). E importante salientar o aparente crescimento micelial de C.a.
restrito a superficie do tecido vegetal usando as reservas contidas no disco de BDA veiculo de
inoculacdo, tal davida pode ser sanada mediante inoculagdo usando suspensédo conidial como
indculo. A patogenicidade a frutos destacados de Musa sp. notada para CF16 e C.g.2 pode ser
um falso positivo devido ao fato de que o disco de BDA contendo micélio foi depositado
sobre o latex exsudado do ferimento inicial. Portanto sugere-se que 0 experimento seja
repetido, desta vez controlando essa variavel mediante remocdo do exsudado antes da

inoculacéo.



Figura 12 — Patogenicidade a folhas de fava inoculados com discos de BDA contendo micélio. A —
testemunha, B-C.g.1,C-C.c, D-CF16,E-Cg.2,F-C.a,G-C.t.,H-Cm..

Fonte: AUTOR

42



43

Figura 13 - Patogenicidade a frutos de bananeira inoculados com discos de BDA contendo micélio. A —
testemunha, B-C.g.1,C-C.c., D-CF16,E-C.g.2,F-C.a, G-C.t, H-Cm..

Fonte: AUTOR



Figura 14 — Severi
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dade a folhas de Phaseolus lunatus e frutos de Musa sp. Letras minusculas iguais nas

colunas néo diferem estatisticamente no teste de Tukey (p < 0.05). A - dms =3,5 CV% = 15,28. B - dms =
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Na auséncia de luz e a temperatura de 25°C £ 2 objetivando producdo de conidios a
serem empregados como fonte de inoculo, C.c. apresentou melhor desempenho no meio de
cultivo BDA. Contudo para a producdo de biomassa fungica para extracdo de biomoléculas
sugere-se empregar 0 meio Extrato de Malte desprovido de aguar (agente gelificante). No
entanto como considerado por Barbosa et al (2002) de maneira geral a adaptacdo metabolica
para aproveitar melhor uma ou outra fonte de carboidrato € bastante variavel, incluso entre
isolados da mesma espécie, logo testes semelhantes devem ser realizados com o conjunto de
isolados que serdo usados como modelo biolégico afim de eleger o protocolo mais adequado
para os objetivos pretendidos.

A caracterizacdo morfologica foi eficiente para todos os isolados exceto para CF16,
visto que 0 mesmo ndo produziu conidios em placa de Petri até o periodo de avaliacdo e as

caracteristicas da colénia ndo foram suficientes para identificar a espécie.

E notdria a necessidade de uma revisio taxondmica de muitas espécies de
Colletotrichum (HYDE et al., 2009). Paralelamente revisfes sisteméticas foram propostas
para 0s maiores complexos de espécies de Colletotrichum, tais como C. acutatum, C.
boninense e C. gloeosporioides (lato sensu) (DAMM et al., 2012). Usando uma abordagem
multifasica progressos consideraveis foram feitos na delimitacdo de espécies desse género e
muitas novas espécies e designacdes de epiteto foram reportadas (WEIR; JOHNSTON 2010,
WIKEE et al., 2011, YANG et al., 2011). Tais trabalhos podem ser usados como referéncia na
identificacdo de C.g.1, C.g.2eC.a..

A proposta de caracterizacdo multifacetada, além da caracterizacdo morfologica;
biométrica; fisioldgica; bioguimica e baseada em ITS, outros pares de iniciadores para 0s
genes que codificam Actina, Glicerol-3-fostato-dehidrogenase (GPADH) e B-tubulina s&o
empregados para identificar e investigar a relacdo filogenética entre as espécies de
Colletotrichum, como feito por Noireung et al. (2012). Portanto sugere-se, além do
sequenciamento da regido ITS amplificada para cada isolado e da caracterizagdo
morfofisiologica, o sequenciamento e analise dos genes Actina, GPADH e B-tubulina dos
isolados.

Analisando o comportamento nos testes de patogenicidade a Solanum lycopersicum,
Phaseolus lunatus e Musa sp. Na sintomatoloiga CF16 foi semelhante a C.g.2 exceto sobre
folha de S. lycopersicum onde CF16 foi mais agressivo que C.g.2. Adicionalmente C.g.2 ndo
amplificou a sequencia de rDNA com os iniciadores ITS 1 e 4 diferentemente de CF16 que
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por sua vez ndo produziu lesdes no teste de infiltracdo com o tratamento BD como foi

produzido por C.g.

Embora o anelamento diferencial do ITS 1 entre estes isolados fornecer fortes
indicios de que trata-se de espécies diferentes, o padrdo eletroforético pode ratificar a
distingdo no nivel de espécie dos referidos isolados. A identificacdo morfoldgica de C.g.1 e
C.g.2 como a mesma especie é ratificada pela ndo amplificacdo com ITS 1 e 4. Por outro lado
C.g.2 produziu lesdes durante o teste de infiltragio e mostrou comportamento menos
especifico aos hospedeiros e 6rgaos avaliados nos testes de patogenicidade. 1sso pode indicar

uma separacdo deles em subespécies ou em racas fisioldgicas distintas.



Figura 15 — Quadro-resumo da caracterizacdo multifasica empregada para as espécies de Colletotrichum spp

Isolado Hospedeiro Identificacdo Infiltracdo Patogenicidade
S. lycopersicum P. lunatus Musa sp.
Morfocultural  ITS BD Y CBhp1o Folha Fruto Folha Fruto

CF13 S. lycopersicum Cg.l 3e4 - - ++ ++ - -
CF15 S. lycopersicum C.c. led - * + +++ ++ -
CF16 S. lycopersicum - led - - +++ +++ 4+ +
CF17 S. lycopersicum C.g.2 3e4 * - ++ +++ ot +

JL S. gilo C.a. led - - + ++ ++ -
WT13 P. lunatus C.t. led - - - - ++ -

CM Musa sp. C.m. le4 - - - - - 4+

Fonte: AUTOR

Ly
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As espécies C.t. e C.m. foram patogénicas somente a P. lunatus e Musa sp.
respectivamente, demonstrando a aptiddo destes em servir como modelo de fungo néo

adaptado a S. lycopersicum em estudos de NHR.

O teste de patogenicidade ndo confirmou a ideia de que C.c., por ter produzido lesdes
no teste de infiltracdo com o tratamento pobre YCBnio, Seria mais agressivo sobre folha do
que sobre fruto. Bem como a ideia de que C.g.2 seria mais agressivo sobre fruto de S.

lycopersicum, visto que produziu lesdes no teste de infiltragdo com o tratamento rico BD.

Ademais uma bioprospecgdo de isolados de Colletotrichum patogénicos a outras
solanaceas e ndo patogénicos a fabdceas e musaceas é desejavel para, juntamente com 0s
isolados ora estudados aqui, constituir um conjunto de espécimes modelo para estudos de
interacdo com S. lycopersicum cv. MicroTom, contribuindo para a elucidacdo de algumas
lacunas ainda existentes no conhecimento dos mecanismos envolvidos na NHR, como
também ser utilizadas como ponto de partida para novas solu¢bes na protecdo de plantas

cultivadas.
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados alcancados neste estudo pode-se apontar que os isolados C.g.1,
C.g.2, C.t e C.m. como espécies de Colletotrichum a serem empregadas em conjunto com S.
lycopersicum cv. MicroTom em estudos de interacdo e resisténcia do hospedeiro e do nao-
hospedeiro, pois C.g.1 demonstrou ser patdgeno especifico para S. lycopersicum, assim como
foram C.t. e C.m. ndo-patogénicos.
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