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RESUMO

Especificidade patogénica e compatibilidade vegetativa entre isolados de
Colletotrichum acutatum dos citros e de outros hospedeiros

Colletorichum acutatum ¢ o agente causal da Podriddo Floral dos Citros (PFC), doenga
que em determinadas condi¢des ambientais constitui-se em fator limitante a produ¢ao citricola
em varias regides produtoras do mundo. Além da PFC, esse fungo causa antracnose em outros
hospedeiros, sendo um dos patdégenos que mais acarreta danos em frutiferas tropicais,
subtropicais e temperadas no mundo. O trabalho teve como objetivos estudar a especificidade
patogénica e compatibilidade vegetativa entre isolados de C. acutatum dos citros e de outros
hospedeiros como: goiaba, pimentdo, morango e péssego. Para os estudos de especificidade
patogénica, foram realizadas inocula¢des cruzadas entre isolados de citros e dos outros
hospedeiros visando verificar se os diferentes isolados sao capazes de causar sintomas de PFC em
flores de citros e antracnose em frutos. Foram também obtidos, a partir dos mesmos isolados,
mutantes deficientes na absor¢cdo de nitrogénio (mutantes nif). Esses foram caracterizados
fenotipicamente e pareados a fim de verificar por meio de estudos de compatibilidade vegetativa
a capacidade de recombinagdo entre si, gerando heterocarios com patogenicidade alterada. Para
verificar a ocorréncia de possiveis alteracdes na patogenicidade dos heterocérios formados, foi
feita a inoculagdo dos heterocarios e dos isolados parentais nos seus respectivos hospedeiros de
origem. Nos ensaios de inoculagdo cruzada, houve grande variagdo quanto a patogenicidade dos
isolados inoculados. Isolados provenientes de citros e de goiaba causaram lesdes em flores de
citros, isso demonstra a auséncia de especificidade entre isolados dos dois hospedeiros. Porém,
isolados provenientes de pimentdo, péssego € morango nao foram capazes de causar sintomas em
flores de citros o que indica a existéncia de especificidade desses isolados. Os isolados
provenientes dos citros e de outros hospedeiros foram capazes de causar antracnose em goiaba,
morango e péssego, mas apenas os isolados de pimentdo causaram antracnose em pimentao.
Alguns isolados de citros foram capazes de recombinar entre si e com isolados de goiaba,
pimentdo e morango. Dos heterocarios formados, dois foram caracterizados quanto a sua
patogenicidade, Het 3 e Het 5. Como resultado, o heterocario proveniente do isolado de citros
com goiaba (Het 5) comportou-se de forma semelhante a um de seus parentais. O heterocario
proveniente de citros com pimentao (Het 3), mostrou-se mais agressivo do que seus parentais
quando inoculados em pimentdo. Com esses estudos pode-se concluir que existe especificidade
patogénica entre isolados de C. acutatum de diferentes hospedeiros, entretanto, isolados de
diferentes hospedeiros podem recombinar entre si e gerar heterocdrios com caracteristicas
patogénicas alteradas.

Palavras-chave: Colletotrichum acutatum; Inoculagdo cruzada; Mutantes nit; Heterocario
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ABSTRACT

Pathogenic specificity and vegetative compatibility among isolates of
Colletotrichum acutatum from citrus and other hosts

Colletorichum acutatum is the causal agent of postbloom fruit drop (PFD).This disease is
a limiting factor for citrus production under specifics environmental conditions in several regions
of the world. In addition to the PFD, this fungus causes anthracnose on other hosts. It is one of
the pathogens that cause more damage in tropical, subtropical and temperate fruit around the
world. This work aimed to study the specificity pathogenic and vegetative compatibility among
isolates of C. acutatum from citrus and other hosts: guava, pepper, strawberry and peach. For
studies of pathogenic specificity, cross inoculations were performed among isolates from citrus
and other hosts in order to verify whether different strains are capable of causing symptoms of
PFD in citrus flowers and fruit anthracnose. Furthermore, it was obtained from the same isolates,
nitrate-nonutilizing mutants (nit mutants). They were phenotypically characterized and paired to
verify, by means of vegetative compatibility studies, the ability of recombination between them,
generating heterokaryons with altered pathogenicity. In order to verify the occurrence of possible
changes in the pathogenicity of the heterokaryons formed, parental isolates and heterokaryons
were inoculated in their respective original hosts. In cross-inoculation tests, there was a great
variation in the isolates pathogenicity. Isolates from citrus and guava caused lesions on citrus
blossoms; this demonstrates the absence of pathogenic specificity between isolates of the two
hosts. However, isolates from pepper, peach and strawberry were unable to induce symptoms on
citrus flowers showing the existence of specificity of these isolates. The strains from citrus and
other hosts were able to cause anthracnose on guava, strawberry and peach, but only isolates of
pepper caused anthracnose on pepper. Some isolates from citrus were able to recombine among
themselves and with isolates from guava, peppers and strawberries. From the heterokaryons
obtained, two of them had their pathogenicity characterized: Het 3 and Het 5. As a result, the
heterokaryon derived from citrus and guava (Het 5) behaved similarly to one of their parental
isolates. The heterokaryon derived from citrus and pepper (Het 3) was more aggressive than their
parental isolates when inoculated in pepper. With these results we can conclude that there is
specificity between pathogenic strains of C. acutatum from different hosts. However, isolates
from different hosts can recombine with each other and generate heterokaryons with altered
pathogenic characteristics.

Keywords: Colletotrichum acutatum; Cross-inoculation; Nit mutants, Heterokaryon
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1 INTRODUCAO

O Brasil mantém-se como o maior produtor mundial de citros e principal exportador de
suco de laranja concentrado e congelado (FNP, 2010). O sistema agroindustrial citricola gera
mais de 400 mil empregos diretos e indiretos (NEVES; JANK, 2006). Neste cenario, destaca-se o
Estado de Sao Paulo, respondendo por 80% da produgdo nacional da fruta e por 98% das
exportagdes de suco. A area cultivada com laranja em Sao Paulo corresponde a 600 mil hectares e
a produgdo a 14,4 milhoes de toneladas, com valor na ordem de US$ 1,83 bilhdo (FNP, 2010).

Entre os varios problemas que ameagam a citricultura esta a Podridao Floral dos Citros
(PFC), causada pelo fungo Colletotrichum acutatum. Essa doenga, em determinadas condigdes
ambientais, constitui-se em fator limitante a producao citricola em vérias regides produtoras do
mundo (FAGAN, 1979; TIMMER; BROWN, 2000; OROZCO-SANTOS; GONZALES-
GARZA, 1986).

Os sintomas da PFC aparecem como lesdes necroticas de tonalidade marrom ou
alaranjada nas pétalas, tornando-se posteriormente de coloragdo salmao devido a esporulagdo do
fungo. Em condigdes favoraveis, essas lesdes desenvolvem-se rapidamente, podendo, também,
afetar botdes florais fechados, embora as flores abertas sejam mais suscetiveis. Como resultado
da infeccdo nas flores, os frutos recém-formados caem, deixando os célices aderidos a planta,
estruturas conhecidas como “estrelinhas”. Os calices podem permanecer aderidos a planta por até
18 meses (TIMMER et al., 1994; TIMMER; BROWN, 2000).

Além da PFC, C. acutatum causa antracnose em muitos hospedeiros, sendo considerado
um dos patdogenos que mais causa danos em frutiferas tropicais, subtropicais e temperadas no
mundo (WHARTON; URIBEONDO, 2004).

Alguns estudos mostram a ocorréncia de grande variabilidade entre isolados de
Colletotrichum spp. (BROOKER et al., 1991; FAVARO et al., 2007). Peres et al. (2002)
analisaram a variabilidade patogénica, caracteristicas morfolodgicas, culturais e moleculares de
isolados de Colletotrichum spp. Esses estudos demonstraram que isolados de diferentes
hospedeiros apresentam diversidade de espécies, variagdes na agressividade, diferengas quanto a

velocidade de crescimento e coloragao da colonia, tamanho e formato de conidios.
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Segundo Freeman et al. (1998), estudos de compatibilidade vegetativa propdem uma
abordagem alternativa para determinar a relacdo genética em populacdes anamorficas de espécies
de Colletotrichum. A troca de material genético que ocorre na anastomose de hifas sugere que
isolados compativeis vegetativamente sdo mais semelhantes entre si, constituindo uma populacao
genética distinta.

Apesar da importancia do patogeno e da PFC, ndo existem estudos sobre a especificidade
de C. acutatum aos citros, isto ¢, ndo se sabe se isolados provenientes de outras frutiferas podem
causar sintomas de PFC. Estudos dessa natureza podem revelar se outras culturas atuam como
fonte de in6culo para a PFC, o que pode auxiliar no controle da doenga. Além disso, ndo ha
informacdes se os isolados que causam PFC e isolados de outros hospedeiros apresentam
compatibilidade vegetativa, o que poderia originar variantes com patogenicidade alterada.
Conhecer a especificidade do patdgeno, assim como a patogenicidade dos recombinantes pode
contribuir no melhoramento genético para o controle dessa doenca ¢ no manejo cultural,
evitando-se plantio de plantas hospedeiras do patogeno proximo dos citros.

Este trabalho teve como objetivos: (i) verificar se isolados de C. acutatum obtidos de
diferentes hospedeiros tém capacidade de causar sintomas de PFC em citros; (ii) verificar, por
meio de estudos de compatibilidade vegetativa, se isolados de C. acutatum dos citros sdo capazes
de recombinar entre si e com isolados de outros hospedeiros; (iii) verificar se os possiveis
recombinantes de C. acutatum obtidos, sdo capazes de causar sintomas nos respectivos

hospedeiros de origem.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Revisao bibliografica

2.1.1 Podridao Floral dos Citros

A primeira descri¢do do agente causal da PFC foi feita por Fagan (1979) em Belize,
porém, sintomas caracteristicos da doenca tém sido observados desde meados de 1950 nos
tropicos e subtropicos imidos das Américas.

A doenga ocorre em praticamente todas as areas de produgdo de citros das Américas,
existindo relatos na Argentina, Belize, Costa Rica, Reptblica Dominicana, Jamaica, México,
Panamé, Estados Unidos e Brasil. Nestes paises, a doenga vem causando severos prejuizos,
principalmente quando as chuvas coincidem com o periodo de florada (DENHAM, 1979;
FAGAN, 1979; McMILLAN; TIMMER, 1989; OROZCO-SANTOS; GONZALES-GARZA,
1986).

No Brasil, a doenga foi relatada pela primeira vez por Porto et al. (1979), no Rio Grande
do Sul. Atualmente, ocorre em praticamente todos os estados produtores e causa prejuizos
variaveis (GOES; KIMATI, 1997). Em condi¢des favoraveis a doenga, os danos na produgao
podem chegar at¢ 100% nos pomares mais seriamente afetados (TIMMER, 1993). Os danos
variam em fun¢ao da quantidade e distribuicdo de chuvas durante o periodo de florescimento das
plantas. No Brasil, a PFC causa sérios danos em anos em que chuvas continuas ocorrem durante
o periodo de florescimento das plantas. No Estado de Sao Paulo, perdas significativas foram
verificadas na safra de 1977/78, principalmente na regido de Limeira, Araraquara e Candido
Rodrigues (FEICHTENBERGER, 1991). Novas perdas foram registradas nas safras de 1990/91,
1992/93 e 1993/94, onde a doenca afetou severamente as principais regides produtoras paulistas.
Na regido de Itapetininga, na safra de 1996/97, a doenga causou reducdo na producdo de até¢ 80%
(FEICHTENBERGER, 1994; PRATES et al.,1995).

Os limdes e a lima 4cida ‘Tahiti’ s3o muito suscetiveis, seguidos pelas laranjas doces, no
entanto, a doenga ocorre em praticamente todas as variedades de citros de interesse comercial.
Estudos de patogenicidade com flores de laranja-doce, limao ‘Galego’, ‘lima da Pérsia’e tangelo

‘Orlando’demonstraram haver pequena varia¢do na suscetibilidade de pétalas dessas variedades
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ao C. acutatum (AGOSTINI et al., 1992; GOES; KIMATI, 1997; BROWN et al., 1996; PERES
et al., 2008).

O agente causal da PFC, inicialmente, foi descrito como Colletotrichum gloeosporioides
(FAGAN, 1979). Pouco tempo depois, relatou-se a existéncia de ragas patogénicas e ndo
patogénicas, que diferiam também quanto as caracteristicas morfologicas e culturais (ROSSETI
et al., 1981). Agostini et al. (1992) classificaram estas variantes do fungo como 3 linhagens: FGG
(fast-growing gray), SGO (slow-growing orange) e KLA (key lime anthracnose). Por meio de
testes de patogenicidade, somente as linhagens SGO e KLA reproduziram sintomas em Citrus
sinensis variedade ‘Valéncia’ e C. limettioides ‘Lima da Pérsia’. Posteriormente, por meio de
estudos moleculares, as linhagens patogénicas SGO e KLA foram reclassificadas como C.

acutatum e a linhagem ndo patogénica FGG como C. gloeosporioides (BROWN et al., 1996).

2.1.2 O patégeno: Colletotrichum acutatum

Colletotrichum acutatum J.H Simonds é um patégeno comum de ampla gama de plantas
cultivadas e ndo cultivadas. O fungo tem uma distribuicdo cosmopolita e causa grandes perdas
em culturas a cada ano. Entre os hospedeiros se incluem plantas dicotiledoneas como morango,
maga, citros e frutas de carogo (PERES et al., 2005).

Segundo a 10 edi¢do do Dictionary of Fungi (KIRK et al., 2008), C. acutatum é um
Ascomiceto da familia Glomerellaceae. Colonias de C. acutatum sdo usualmente brancas no
inicio e posteriormente tornam-se rosa a alaranjado devido as massas de conidios. A producao
primaria de conidios ¢ em acérvulos. Contudo, C.acutatum pode formar conidios em conidi6foros
que emergem diretamente das hifas, além de conidios secunddrios, a partir da germinacdo de
conidios primarios. Os conidios sdo usualmente elipsoides e fusiformes, pelo menos em uma das
extremidades. Apressorios pigmentados sdo produzidos com a germinagdo do conidio e variam
de forma e tamanho (PERES et al., 2005).

C. acutatum atua em citros como necrotréfico durante o periodo de florescimento, no
entanto, por muitos anos, o fungo pode sobreviver biotroficamente na forma de apressorios, como
infecgdes quiescentes em tecidos vegetais. Uma vez que um novo crescimento comega, conidios
procedentes de acérvulos podem iniciar uma nova epidemia (AGOSTINI; TIMMER, 1994;
PERES et al., 2005; ZULFIQAR et al., 1996).
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2.1.3 Especificidade patogénica

Colletotrichum acutatum tem sido relatado em varios frutos subtropicais e temperados,
incluindo ma¢a (BERNSTEIN et al., 1995; SHI et al., 1996), uvas (KUMMANG et al., 1996),
kiwi (USHYAMA et al, 1996), péssego (BERNSTEIN et al., 1995; ADASKAVEG; HARTING,
1997) e noz-peca (BERNSTEIN et al., 1995).

Embora a maioria das significantes perdas econdmicas ocorra quando os frutos sdo
afetados em pos colheita (FREEMAN et al., 1998), muitos frutos s@o infectados por espécies de
Colletotrichum quando ainda estdo no campo.

Tipicamente os conidios germinam na superficie do fruto e produzem apressorios que
causam infecgdes quiescentes, as quais se desenvolvem apenas depois que o fruto comeca
amadurecer (PERES et al., 2002).

Segundo Peres et al. (2002), se, em condig¢des tropicais, muitos hospedeiros como manga,
mamao, banana, abacate, goiaba, citros ¢ morango forem cultivados proximos, a possibilidade
para dissemina¢do de um hospedeiro para outro ¢ elevada.

Estudos recentes apontam o plantio intercalado de goiabeira com citros como forma de
manejo do psilideo Diaphorina citri, vetor da Candidatus Liberibacter que causa a doenca
“Huanglongbing” (HLB), também conhecida como “Greening” (CHAU et al., 2007). Nesses
estudos realizados no sudeste asidtico, os autores revelam que pomares de citros intercalados com
goiabeiras (Psidium guajava L.) foram menos atacados por D. citri. Os autores evidenciaram que
plantas jovens de citros permaneceram livres de HLB por mais tempo, quando comparados aos
pomares contendo apenas citros. Além disso, onde havia apenas citros, constatou-se que 30% a
mais das plantas estavam infectadas pela doenca em apenas quatro meses apds o plantio em
comparagdo as plantas intercaladas com goiabeiras (CHAU et al., 2008; HALL et al., 2007;
BEATTIE et al., 2007). Noronha Junior (2010), na busca de novos compostos para o manejo do
psilideo D. citri, demonstrou o efeito repelente dos volateis das plantas de goiaba aos adultos
desse inseto vetor. Porém, essa forma de manejo de HLB, pode influenciar no manejo da PFC.
Existe a possibilidade de plantas de goiaba servirem de fonte de indculo de C. acutatum
favorecendo a epidemia da doenca PFC, uma vez que esse patogeno também € agente causal de

antracnose em goiaba (PERES et al., 2002).
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Testes de patogenicidade por meio inoculagdes cruzadas em diversos hospedeiros foram
usados como forma de caracterizagdo patogénica entre isolados (DENOYES; BAUDRY, 1995;
MUNIZ et al., 1998; FURTADO et al., 1999; PERES et al., 2002), visando demonstrar a

especificidade ou a gama de hospedeiros dos isolados ou espécies distintas.

2.1.4 Compatibilidade vegetativa

A compatibilidade vegetativa ¢ uma caracteristica multigénica que tem sido utilizada para
avaliar a estrutura populacional de fungos fitopatogénicos (CORRELL et al., 1987; NITZAN et
al., 2002). Essa capacidade pode ser avaliada utilizando isolados fingicos de uma mesma espécie,
o que permite a formagdo de heterocarios viaveis pela fusdo de hifas entre si. Isto ocorre se os
mesmos forem compativeis vegetativamente (NAUTA; HOEKSTRA, 1996). Neste caso, isolados
compativeis entre si sdo classificados como pertencentes ao mesmo Grupo de Compatibilidade
Vegetativa (GCV) e sdo, em geral, geneticamente similares. Quanto maior o numero de GCV,
maior a variabilidade (LESLIE, 1993; BROOKER et al., 1991).

A compatibilidade vegetativa ¢ tida como marcador neutro e a identificacdo de GCV’s
pode ser feita visualmente de forma direta ou indireta. De forma indireta, a compatibilidade
vegetativa ¢ presumida pela formagdo de barreira, zona sem crescimento de hifas, entre as
coldnias de isolados cultivados em conjunto. A observacdo direta da compatibilidade vegetativa ¢
feita pelo estabelecimento de um heterocario prototrofico em condi¢do de cultivo em que nenhum
dos dois componentes auxotroficos se desenvolva (LESLIE, 1993). Preferem-se marcadores
auxotroficos, quando possivel, porque se pode distinguir visualmente o heterocario de seus
componentes auxotroficos (JACOBSON; GORDON, 1988; LESLIE, 1993). Entre os varios
marcadores auxotroficos existentes, a nao utilizacdo de nitrato (NOs3) como fonte de nitrogénio
(mutantes nif) pode ser utilizada para caracterizar GCV em fungos fitopatogénicos (BROOKER
et al., 1991; CORRELL et al., 1987; KOROLEYV et al., 2000).

Essa técnica baseia-se no fato de que o crescimento de muitos fungos ¢ restrito em meio
de cultura contendo clorato de potassio (KClO3). Isso ocorre porque enzimas produzidas para
absorver nitrogénio reduzem o KCIOs a clorito de potassio (KClO,), o qual ¢ altamente toxico,
(CORRELL et al., 1987). Meios com KCIO; exercem sele¢do nos organismos, pois permitem que

se desenvolvam apenas setores insensiveis ou resistentes a KClOs;. Em geral, esses setores sao
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resistentes ao KCIO;3 porque ndo o reduzem a KCIO,, em vista da perda de atividade da nitrato
redutase (LIU; SUNDHEIN, 1996). Segundo Vaillancourt e Hanau (1994), grande parte dos
mutantes resistentes ao clorato também sdo deficientes na utilizacdo de NO3, o que ¢ revelado
pelo crescimento esparso € com pouco micélio aéreo em meio contendo NOs como Unica fonte de
nitrogénio. Assim os mutantes resistentes a KClO; também s3o deficientes em absorver NO;

(Figura 1).

NO3 I‘ NO3 —) NOZ —) NH4+

' \
nitrito
ermease
P nitrato redutase
redutase

clorato ==l clorito (téxico)

Figura 1 — A bioquimica da conversdo de nitrato a ions amonio. A enzima nitrato redutase reduz nitrato a nitrito, mas
também pode reduzir clorato a clorito, o qual é toxico para a célula. Caso ocorra alguma altera¢do no gene
da nitrato redutase, a célula ndo sera capaz de utilizar nitrato e em contrapartida sera resistente ao clorato

(FAVARO, 2004)

As mutagdes que levam a perda da atividade da nitrato redutase podem ocorrer em locos
diferentes. Mutantes nit, com mutacdes em locos distintos, quando pareados em meio contendo
nitrato como fonte de nitrogénio, podem formar um heterocario no ponto de contato, com
crescimento prototrofico, se forem compativeis vegetativamente, isto €, se pertencerem ao
mesmo GCV. A vantagem deste método ¢ que a confirmagdo da compatibilidade vegetativa ¢
feita de forma direta, pela expressdo de crescimento prototrofico. Este s ocorre se houver

formacao de hifa heterocaridtica viavel entre os individuos auxotréficos (CORRELL et al., 1987).
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2.2 Material e métodos

2.2.1 Obtencao e identificacido dos isolados

Foram utilizados isolados de C. acutatum provenientes de citros (PFC) e de outros
hospedeiros: goiaba, pimentdo, morango e péssego. Todos os isolados foram identificados por
meio de PCR espécie-especifica (TOZZE JUNIOR, 2007).

Os isolados utilizados para os experimentos estdo descritos na Tabela 1.



Tabela 1 - Identificagdo do isolado, hospedeiro, 6rgdo de isolamento e local de origem de isolados de
Colletotrichum acutatum

Isolado Hospedeiro Orgio de isolamento Local de origem
Guacho Citros Flor Santa Cruz do Rio Pardo-SP
SPD 01 Citros Flor Sao Pedro-SP
SPD 02 Citros Flor Sao Pedro-SP
BTU 01 Citros Flor Botucatu-SP
MG 095 a Citros Flor Mogi-Guagu-SP
PE 079 a Citros Flor Pedranopolis-SP
SC 120 a Citros Flor Santa Cruz do Rio Pardo-SP
BA 001 a Citros Flor Barretos-SP
TQO045a Citros Flor Taquarituba-SP
GP 025 a Citros Flor Gavido Peixoto-SP
CAMP 01 Goiaba Fruto Campinas-SP
CAMP 02 Goiaba Fruto Campinas-SP
CAF 3 Goiaba Fruto Campinas-SP
MIR 3 Goiaba Fruto Mirandoépolis - SP
Col 53 Pimentao Fruto Guaraciaba do Norte-CE
Col 19 Pimentao Fruto Elias Fausto-SP
Col 12 Pimentéo Fruto Bragancga Paulista-SP
Col 35 Pimentdo Fruto Paty de Alferes-RJ
0s0-05 Morango Fruto Curitiba-PR
Os0-04 Morango Fruto Pouso Alegre-MG
Camarosa 8 Morango Fruto Senador Amaral-MG
050-03 Morango Fruto Valinhos-SP
MR-1 Morango Fruto Botucatu-SP
MR-7 Morango Fruto Botucatu-SP
0OsoG 1 Morango Fruto Itatinga-SP
OsoG 2 Morango Fruto Itatinga-SP
PESS-01 Péssego Fruto Paranapanema-SP
PESS-02 Péssego Fruto Paranapanema-SP

PESS-07 Péssego Fruto Paranapanema-SP
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2.2.2 Especificidade patogénica

2.2.2.1 Isolados utilizados nas inoculacoes

Os isolados utilizados nas inoculagdes foram: Guacho, BA 001 a, CAMP 02, CAF 3, MR-1,
0s0-03, Col 53, Col 19, PESS-01 e PESS-07. Sendo dois de cada hospedeiro (Tabela 1).

2.2.2.2 Producio do inéculo e inoculacio

Para a producao do in6culo, os isolados foram mantidos em meio de cultura BDA (Batata
Dextrose Agar), a 25+1 °C , sob luz continua. Apds sete dias de cultivo, as colonias foram
lavadas com 4gua destilada e esterilizada e as suspensdo obtidas foram calibradas para 10°
esporos/mL com o auxilio de um hemacitometro.

Em citros as inoculagdes foram feitas em flores de mudas de laranjeira variedade
“Valéncia” (Citrus sinensis L. Osb.), contidas em vasos na casa de vegetacdo. A inoculagdo foi
feita por meio da pulverizagdo da suspensdo de indculo sobre os cachos até o ponto de
escorrimento. Cada cacho foi inoculado com um isolado e coberto com saco plastico durante 24
horas e as plantas permaneceram na casa de vegetagdo a temperatura ambiente durante todo o
periodo de condugdo do experimento.

Em outros hospedeiros, os seguintes frutos destacados foram obtidos: goiabas variedade
“Kumagai” (Psidium guajava L.), pimentdes verdes variedade “Magali” (Capsicum annuum L.),
morangos variedade “Oso Grande” (Fragaria vesca L.) e péssegos variedade “Biuti” (Prunus
persica L.). Esses foram submetidos a desinfestagdo com hipoclorito de sddio a 0,05% por 5
minutos, posteriormente lavados em 4gua corrente para a retirada do produto, secos a temperatura
ambiente e acondicionados em bandejas plasticas.

As inoculagdes dos frutos foram realizadas mediante a deposicao de gotas (30uL) da
suspensdo de esporos descrita anteriormente sobre a superficie dos frutos. Em goiaba e pimentao
a deposicdo da gota foi feita em duas regides distintas de cada fruto, uma proxima a regido
peduncular e outra proxima a regido estilar, denominadas de regido proximal e distal. Em péssego

e morango, a deposicdo da gota foi feita na regido central de cada fruto. Em seguida, foram
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realizados ferimentos com agulha entomoldgica esterilizada sobre cada local de deposicao da
gota.

Os frutos inoculados foram acondicionados em bandejas contendo algoddo umedecido, as
quais foram fechadas com plasticos transparentes ¢ incubadas a 25+1 °C, sob fotoperiodo de 12
horas. Apds 24 horas foi feita a retirada da camara imida por meio da remocao dos plasticos e
dos algoddes umedecidos. Os frutos permaneceram sob as mesmas condi¢des de temperatura e
fotoperiodo durante todo o periodo de conducdo do experimento.

Os mesmos procedimentos foram utilizados para as testemunhas, mas utilizando apenas

agua destilada esterilizada nas inoculacdes.

2.2.2.3 Avaliacoes

As avaliagdes dos frutos inoculados foram realizadas diariamente por meio da observacao
visual ou com auxilio de uma lupa com aumento de 25x para se determinar o periodo de
incubacdo (PI) e o periodo de laténcia (PL), os quais se referem o periodo entre a inoculagdo e o
aparecimento dos primeiros sintomas e o periodo entre a inoculagdo e esporulacdo,
respectivamente.

Foram também avaliadas a area da lesdo e a esporulacdo de cada fruto inoculado. Em
goiaba, as avaliagdes da area de lesdo e esporulagdo foram realizadas 13 dias apds a inoculagdo
(DAI) e em pimentdo, morango e péssego as avaliacdes foram realizadas 9, 6 e 8 DAI,
respectivamente.

A area da lesdo foi determinada medindo-se os didmetros perpendiculares da lesdao com o
auxilio de régua milimetrada. Com a média dos valores obtidos, calculou-se area da lesdo.

A esporulagdo foi determinada pela quantidade de esporos produzidos por milimetro
quadrado da lesdo. Essa determinagao foi realizada por meio da lavagem de cada lesdo com
I15mL de agua destilada esterilizada. Posteriormente foi feita a contagem de esporos das
suspensdes com o auxilio de um hemacitdmetro. O niimero de esporos obtidos com a contagem
(esporos /mL) das suspensdes foi multiplicado por 15 e dividido pelo resultado obtido da é4rea da
lesdo, determinando-se assim a quantidade de esporos produzidos por milimetro quadrado da

lesdo.
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Para citros, todas as flores foram contadas ap0s a retirada da cdmara timida (1DAI). Cinco
dias apos a inoculagdo foi contado o numero total de flores € o nimero de flores com lesdao. Para
cada cacho inoculado com o mesmo isolado, a soma do niimero de flores com sintomas e a soma

do ntimero total de flores foram utilizadas para calcular a porcentagem de flores lesionadas.

2.2.2.4 Delineamento experimental e analise estatistica

Para as inoculagdes em flores de citros o experimento foi realizado duas vezes. A parcela
experimental foi composta por um cacho inoculado, ndo havendo repeti¢des dentro de cada
experimento. A andlise estatistica foi feita por meio da comparagdo de duas proporcoes,
utilizando-se o intervalo de confianga de 95%.

Para as inocula¢des dos frutos, os experimentos foram realizados uma vez para cada tipo
de fruto, em delineamento experimental inteiramente casualizado, com dez repetigdes por
tratamento. Em goiaba e pimentdo, a parcela experimental foi composta por uma regido inoculada
de cada fruto (proximal e distal). Em morango e péssego, a parcela experimental foi composta
por um fruto inoculado.

Nas andlises estatisticas dos frutos foram utilizadas as médias dos valores obtidos na
avaliagdo das lesdes dos frutos. Os resultados foram transformados para V(x+1) e submetidos a

andlise de variancia. As médias foram comparadas através do teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade.
2.2.3 Compatibilidade vegetativa
2.2.3.1 Isolados utilizados para obtencio dos mutantes
Os isolados utilizados para a obtengdao dos mutantes foram todos os descritos na Tabela 1.

2.2.3.2 Obtencao e isolamento dos mutantes

Os mutantes foram obtidos segundo metodologia descrita por Cai e Schneider (2005).

Cada um dos isolados da Tabelal foi plaqueado em quatro placas contendo o meio BDA



29

acrescido de 3% de clorato de potassio. Apos 20 dias de incubagdo, os setores resistentes ao
clorato, caracterizados por crescimento mais vigoroso (mutantes) comecaram a aparecer. A
medida que surgiam, os mesmos foram repicados para tubos de ensaio contendo 0 mesmo meio

de cultura, adicionado de clorato de potassio.

2.2.3.3 Caracterizacio fenotipica dos mutantes

Apbs a obtencdo, os mutantes foram classificados em diferentes categorias, em funcdo da
utilizacdo ou ndo de algumas fontes de nitrogénio. Segundo Vaillancourt e Hanau (1994), grande
parte dos mutantes resistentes ao clorato também sdo deficientes na utilizagdo de nitrato
(mutantes nit), o que ¢ revelado pelo crescimento esparso € com pouco micélio aéreo em meio
contendo NO3 como Unica fonte de nitrogénio. Para a realiza¢do dos testes de complementaridade
entre estes mutantes, ¢ necessario que se conhega exatamente a categoria fenotipica de cada
mutante nit obtido. Isso foi feito mediante o plaqueamento dos mutantes no meio basal com a
seguinte constitui¢do, por litro de dgua destilada: KH,PO4(1,5g), KCI1 (0,5g), MgS0O,4.7H,0
(0,5g), FeSO4 (0,01g), ZnSO4 (0,01g), glicose (10g) e agar (15g) acrescido de diferentes fontes
de nitrogénio, como segue: NaNOs (70 mM), NaNO; (10 mM), NH4CI (10mM), glutamato de
sodio (10 mM) e hipoxantina (0,7 mM). A simples observacdo do crescimento ou nido dos

mutantes nestes meios foi suficiente para caracteriza-los fenotipicamente (Tabela 2).
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Tabela 2 - Identificacdo de mutantes nit de Colletotrichum acutatum por meio de crescimento em
diferentes fontes de nitrogénio

Crescimento em diferentes fontes de nitrogénio®

Mutagio® Terminologia
genética para  Nitrato Nitrito Hipoxantina  Glutamato
0 mutante

Nenhuma selvagem + + + +

Locus estrutural nitrato
redutase nitl - + + +

Locus regulador principal

nit2 - - - +
Locus regulador via
especifico nit3 - - + +
Loci codificam cofator
contendo molibdénio NitM - + - +

* Terminologia genética baseada em caracterizagdo de mutantes de Colletotrichum spp.
(BROOKER et al., 1991; FAVARO et al., 2007)
®Crescimento em meio basal com uma de vérias fontes de nitrogénio:

(+) = crescimento vigoroso; (-) = crescimento pobre com pouco micélio aéreo

2.2.3.4 Testes de complementac¢io e compatibilidade vegetativa

A complementagdo e a compatibilidade vegetativa foram testadas plaqueando-se pares de
diferentes mutantes nit (ex: nit I X Nit M), sempre um proveniente de citros com outros de outros
hospedeiros, a uma distdncia de aproximadamente 1-2 cm um do outro sobre meio basal com
nitrato como fonte de nitrogénio. As placas foram incubadas a 25°C sob luz continua durante 7 a
15 dias e periodicamente analisadas quanto a formagao de zona heterocaridtica no local onde as
coldnias se intersectaram. Os pares de mutantes que ndo formaram crescimento denso na regiao
de interseccao foram considerados como pertencentes a diferentes GCVs. Quando foi observada a
zona heterocaridtica, caracterizada por crescimento denso e vigoroso na regido de encontro das
duas colonias, concluiu-se que ambos os mutantes sd3o complementares e pertencem ao mesmo

GCV.

2.2.3.5 Teste de estabilidade do heterocario

O teste de estabilidade do heterocario foi realizado por meio de repicagens sucessivas em
meio basal contendo nitrato como Unica fonte de nitrogénio. Cada heterocéario obtido no item

2.2.3.4 foi repicado 10 vezes sucessivas nesse meio. O crescimento denso até a ultima repicagem
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indicou estabilidade do heterocario. Crescimento escasso, por outro lado, indicou que houve

dissociacao entre os isolados que deram origem ao heterocario, revelando sua instabilidade.
2.2.3.6 Caracterizacio patogénica do heterocario

A metodologia utilizada para realizar essa caracterizagdo foi a mesma descrita no item
2.2.2.2. Porém as inoculagdes foram realizadas utilizando-se os heterocarios formados e os
isolados que deram origem a esses heterocarios. O objetivo da caracterizacao foi verificar a
capacidade dos mesmos causarem sintomas nos seus respectivos hospedeiros de origem e
também verificar a existéncia de possivel alteragdo em sua patogenicidade. As avaliacdes e

analise estatistica foram as mesmas descritas nos itens 2.2.2.3 e 2.2.2.4, respectivamente.

2.3 Resultados e discussio
2.3.1 Especificidade patogénica

Os resultados referentes as inoculagdes de flores citros e dos frutos goiaba, pimentdo,

morango e péssego, encontram-se agrupados nas Tabelas 3 ¢ 4.
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Tabela 3 — Incidéncia de Podriddo Floral dos Citros em flores de citros inoculadas com isolados de Colletotrichum
acutatum provenientes de diferentes hospedeiros

Hospedeiro 1? Inoculagio 2% Inoculacio
.de Flores Flores Flores Flores Flores Flores
Isolado origem inoculadas com com inoculadas com com
) do n° sintomas n° sintomas
isolado (n% sintomas (n% sintomas
(%) (%)
Guacho Citros 27 25 92,59 a 25 21 84,00 b
BA 001 a Citros 14 13 92,86 a 24 24 100,00 a
CAMP 02 Goiaba 26 12 46,15 be 19 0 0,00 ¢
CAF 3 Goiaba 10 7 70,00 ab 17 12 70,59 b
MR-1 Morango 7 1 14,29 cd 26 0 0,00 ¢
0Os0-03 Morango 40 0 0,00d 22 0 0,00 ¢
Col 53 Pimentdo 39 1 2,56 cd 26 0 0,00 ¢
Col 19 Pimentdo 18 0 0,00d 20 0 0,00 ¢
PESS-01 Péssego 25 0 0,00d 9 0 0,00 ¢
PESS-07 Péssego 13 0 0,00d 27 1 3,70 ¢
Testemunha - 18 0 0,00d 4 0 0,00 ¢

Nota — Médias seguidas de mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo teste de comparacdo entre duas
proporg¢des no intervalo de 95% de confianga (ANEXOS A e B)



Tabela 4 — Parametros monociclicos das antracnoses de goiaba, pimentdo, morango e péssego quando inoculados com isolados de
Colletotrichum acutatum provenientes de diferentes hospedeiros. Area média da lesdo (mm?), periodo de incubacio (PI),
periodo de laténcia (PL) e esporulagio [(esporos x 10°)/mm? da lesdo]

Goiaba Pimentdo Morango Péssego
Hospedeiro . ) ) )
de origem Area da Esporulacio Area da Esporulacio Area da Esporulagio Area da Esporulagio
Isolado do isolado | lesio (mm?* PI PL 0% lesio (mm?>) PI PL 0% lesio (mm?) PI PL 105 lesio(mm?>) PI PL 105
Guacho Citros 321,97 ab 6 7 0,78 b 0,00 c - - 0,00 ¢ 122,03 de 4 5 1,47 ab 539,12 ab 3 4 0,51 abed
BA 001 a Citros 354,86 b 5 7 0,88 b 0,00 ¢ - - 0,00 ¢ 167,33 cd 4 5 1,53 ab 454,46 ab 3 4 0,29 bed
CAMP 02 Goiaba 387,46 a 5 7 0,81b 0,00 ¢ - - 0,00 ¢ 343,48 a 3 4 2,12 ab 405,87 ab 3 4 0,91 ab
CAF 3 Goiaba 251,38ab 6 7 1,03b 0,00 ¢ - - 0,00 ¢ 145,56 de 3 4 0,95b 355,16 b 3 4 0,25 cd
MR-1 Morango 167,39 b 6 7 1,81a 0,00 ¢ - - 0,00 ¢ 265,55 ab 2 3 2,02 ab 391,19 ab 3 4 1,00 a
0Os0-03 Morango 256,25 ab 6 7 1,23b 0,00 ¢ - - 0,00 ¢ 339,46 a 2 3 1,29 ab 454,07 ab 3 4 0,59 abcd
Col 53 Pimentao 0,00 ¢ - - 0,00 ¢ 145,19b 3 5 0,11b 9,64 f 5 - 0,00 ¢ 379,98 ab 4 5 0,28 bed
Col 19 Pimentéo 0,00 ¢ - - 0,00 ¢ 393,38 a 3 5 0,74 a 110,26 ¢ 4 5 1,40 b 361,69 ab 4 5 0,33 bed
PESS-01 Péssego 380,04 a 6 7 0,94 b 0,00 ¢ - - 0,00 ¢ 164,25 cd 4 5 1,87 ab 588,60 a 2 3 0,81 abc
PESS-07 Péssego 33795a 7 8 091b 0,00 ¢ - - 0,00 ¢ 219,14 be 4 5 237a 512,84 ab 2 3 1,10 a
Testemunha - 0,0c - - 0,00 ¢ 0,00 ¢ - - 0,00 ¢ 0,00 f - 0,00 ¢ 0,00 ¢ - 0,00 d
CV (%) 32,05 8,79 30,81 3,19 13,18 16,29 20,28 13,86

Nota- Os valores expressos representam dados ndo transformados, enquanto a andlise estatistica foi realizada com dados transformados
para \(x+1). Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia

€¢
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Analisando os dados da Tabela 3 pode-se observar que na primeira inoculacao a propor¢ao de
flores de citros doentes foi maior em cachos inoculados com os isolados Guacho e BA 001 a de
citros. Porém, os isolado CAF 3 e CAMP 02 de goiaba foram capazes de causar sintomas em
propor¢des maiores que os isolados de morango, pimentdo e péssego. O CAF 3 ndo apresentou
diferencga estatistica em relagdo aos isolados de citros na quantidade de sintomas em flores de
citros, indicando o seu potencial de infeccdo para esse hospedeiro. A segunda inoculagdo
comprova a capacidade dos isolados Guacho e BA 001 a de citros causarem lesdes em maior
proporc¢ao quando comparados aos isolados dos outros hospedeiros. Embora o isolado CAMP 02
de goiaba ndo tenha causado lesdo nas flores na segunda inoculacdo, o isolado CAF 3 se
comportou de forma semelhante a primeira inoculacao, ndo se diferenciando estatisticamente do
isolado Guacho de citros.

Os isolados de morango, pimentdo e péssego ndo apresentaram diferenga estatistica quando
comparados a testemunha na produg¢do de sintomas em flores de citros em nenhuma das
inoculagdes. Se observarmos por esse aspecto, a possibilidade dessas culturas servirem de fonte
de in6culo para citros torna-se praticamente nula.

Isolados provenientes de citros, goiaba, morango e péssego causaram lesdes e, inclusive,
esporularam sobre goiaba (Tabela 4) sem grandes variagdes quanto a agressividade, indicando
que todos esses hospedeiros podem atuar como fonte de ino6culo para a antracnose desse fruto.
Entretanto, os isolados de pimentdo ndo foram capazes de causar lesdes em goiaba, isso
demonstra a ocorréncia de especificidade patogénica nos isolados desse hospedeiro.

Os isolados Col 19 e Col 53 de pimentdo causaram lesdes e esporularam em pimentdo,
porém, houve diferenca estatistica quanto ao tamanho de lesdo e esporulacdo entre os dois
isolados. O isolado Col 19 ¢ mais agressivo do que o isolado Col 53 (Tabela 4). Porém, somente
eles foram capazes de causar sintomas nesses frutos. Os demais isolados, provenientes dos outros
hospedeiros, ndo foram capazes de causar lesdes em pimentdo, indicando mais uma vez a
ocorréncia de especificidade patogénica nas inoculagoes.

Para as inoculacdes realizadas em morangos, embora todos os isolados tenham causado
doenga, os isolados MR-1 e Os0-03 de morango e CAMP 02 de goiaba apresentaram maior area
de lesdo, demonstrando sua maior agressividade sobre morango. Além da maior agressividade,

MR-1 e 0Oso0-03 apresentaram menor PI e PL nesses frutos em relagdo aos demais. Fato
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semelhante foi observado por Peres et al. (2002), que mostraram que isolados de Colletotrichum
spp. foram mais agressivos a seus respectivos hospedeiros de origem.

Os isolados dos diferentes hospedeiros inoculados em péssego ndo apresentaram diferenga
estatistica quanto a area de lesdo e esporulacdo, mostrando alta agressividade por parte de todos
os isolados inoculados. No entanto, assim como ocorreu em morango, os periodos de incubagio e
de laténcia dos isolados de péssego foram menores nesse hospedeiro quando comparados aos
isolados dos outros hospedeiros. Isso indica uma tendéncia das lesdes surgirem primeiro quando
os frutos sdo inoculados com seus respectivos hospedeiros de origem.

Com excec¢do da inocula¢do de pimentdo, os isolados de citros e de goiaba foram capazes de
infectar todos os demais hospedeiros inoculados, apresentando agressividade relativamente
elevada, sugerindo que os isolados desses grupos tém capacidade de infectar frutos de varios
hospedeiros.

A auséncia da especificidade patogénica entre isolados provenientes de citros ¢ de goiaba
infere a possibilidade desses hospedeiros atuarem como fonte de in6culo para PFC e antracnose
respectivamente. Em fungdo dessa constatagdo, deve-se analisar cuidadosamente a recomendagao
de plantio intercalado de goiabeiras com plantas citricas para o controle do psilideo transmissor
de bactérias causadoras do “Huanglongbing” em citros (BEATTIE et al., 2007; HALL et al.,
2007). E possivel que infecgdo cruzada ocorra entre citros e goiaba, portanto essas culturas nio
devem ser plantadas proximas uma da outra. Observa-se que o conhecimento do potencial para
inoculacdo cruzada desses isolados ¢ importante para a epidemiologia da doenca e seu controle.

As flores e os frutos inoculados apenas com agua destilada esterilizada, utilizados como

testemunha, ndo apresentaram sintomas em nenhum dos tratamentos.

2.3.2 Compatibilidade vegetativa

2.3.2.1 Obtencio, isolamento e caracteriza¢ao dos mutantes nit

Obtiveram-se 187 setores resistentes ao clorato, os quais foram submetidos a
caracterizacdo fenotipica. Dos 187 setores, 164 nao foram capazes de crescer em meio contendo
nitrato como unica fonte de nitrogénio, sendo considerados mutantes nit. Os outros 23 setores

resistentes foram considerados como selvagens e ndo foram utilizados nos estudos subseqiientes.
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O ntmero de mutantes nit obtidos de cada isolado bem como a freqiiéncia de sua

caracterizagdo fenotipica encontra-se agrupados na Tabela 5.
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Tabela 5- Freqiiéncia e fendtipo de mutantes de Colletotrichum acutatum deficientes na absor¢do de nitrato

Freqiiéncia de mutantes em cada classe fenotipica (%)

Isolados Total de mutantes nitl nit2 nit3 NitM
nit (n°)
Guacho 16 75 - 6,3 18,7
SPD 01 8 62,5 - 37,5 -
SPD 02 4 100 - - -
BTU 01 13 100 - - -
MG 095 a 5 60 - 20 20
PE 079 a 4 75 - 25 -
SC 120 a 2 50 50 - -
BA 001 a 8 87,5 - - 12,5
TQ 045 a 4 100 - - -
GP 025 a 2 100 - - -
CAMP 01 10 80 - 20 -
CAMP 02 4 - - 100 -
CAF 3 12 66,7 - 8,3 25
MIR 3 2 - 50 50 -
Col 53 12 66,7 - 33,3 -
Col 19 6 83,3 - 16,7 -
Col 12 8 37,5 12,5 50 -
Col 35 5 - 40 60 -
Os0-05 3 33,3 - 66,7 -
Oso0-04 2 - - 100 -
Camarosa 8 1 - - 100 -
0Os0-03 0 - - - -
MR-1 5 - - 60 40
MR-7 4 75 - 25 -
Os0G 1 8 87,5 - 12,5 -
0Os0G 2 1 - - 100 -
PESS-01 6 - 50 50 -
PESS-02 2 - 100 - -
PESS-07 7 - 14,3 85,7 -
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De acordo com a Tabela 5, pode-se observar que de todos os mutantes nit caracterizados
fenotipicamente, a freqiiéncia de mutantes nit/ de C. acutatum foi relativamente maior do que
nit2, nit3 ou NitM. Essa predominancia de nit/ em relacdo as demais classes fenotipicas para a
maioria dos isolados também foi observada em C. sublineolum (FAVARO, 2004) e em Fusarium

moniliforme (KLITTICH; LESLIE, 1988).

2.3.2.2 Teste de complementacio e compatibilidade vegetativa

Para o pareamento, os mutantes foram escolhidos com base no hospedeiro e na sua
classifica¢do fenotipica. Os pareamentos foram feitos por meio de varias combinagdes possiveis
sempre plaqueando um isolado mutante de citros na regido central da placa e isolados mutantes
de outros hospedeiros nas laterais (Figura 2). No momento do pareamento foi intercalado
propositadamente nit 3, nit 1, nit2 e NitM de diferentes hospedeiros para que a deficiéncia de um
fosse complementada pelo outro e assim pudesse se formar a anastomose, caso pertencessem ao

mesmo GCV.

Figura 2 — Disposi¢do dos mutantes no pareamento. Na linha central foram utilizados os isolados provenientes de

citros e, nas laterais, isolados de outros hospedeiros



39

Como se pode observar na Figura 2 os mutantes classificados como nit/ estdo
representados nas fileiras laterais também estavam pareados com outro mutante nit/ devido a
disposicdo na placa. As primeiras anastomoses foram observadas depois de seis dias do inicio do
pareamento.

Nesses testes de pareamento foi testado também presenga e auséncia de glutamato no
meio de cultura. Os testes de pareamento com presenca de glutamato tiveram o objetivo de
promover maior velocidade no crescimento das colonias de mutantes, para que as hifas pudessem

se intersectar mais rapidamente. Os resultados obtidos estdo ilustrados na Figura 3.

A

mutante 1 (nitl)
a— - T
heterocério / 8
(nitlxnitl)

‘ LY " Pl heterocirios
i % _ | . (nitl x nit1)

|

\ o S LT,

Figura 3 — Anastomoses de hifas em meio com nitrato e auséncia de glutamato (A), anastomoses de hifas em meio
com nitrato e presenca de glutamato (B)

Houve a anastomose entre hifas dos isolados pareados, porém no meio com nitrato e
presenga de glutamato (Figura 3A) o crescimento do micélio foi mais vigoroso em comparagao
com o crescimento do micélio em meio sem glutamato (Figura 3B). Dessa forma, na auséncia de
glutamato, os setores mais vigorosos resultantes das anastomoses sdo mais facilmente revelados.
Na Tabela 6 estao relacionados os treze pares de mutantes que realizaram anastomoses entre suas

hifas.
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Tabela 6 - Pares de isolados que apresentaram anastomoses entre as hifas
Pares de mutantes que realizaram

Heterocario Hopedeiros
anastomoses®

Het 1 SPD 02 m3 / SPD 01 m7 Citros / Citros
Het 2 MR-7m2/BTU 01 m11 Morango / Citros
Het 3 Col53 m6 / Guacho m13 Pimentao / Citros
Het4 Col 53 m8 / Guacho m8 Pimentao / Citros
Het5 SPD 01 m1 / CAMP 01 m10 Citros / Goiaba
Het6 Col 53 m12 / CAMP 01 m10 Pimentao / Goiaba
Het7 SPD 02 m3 / SPD 01 m8 Citros / Citros
Het8 CAMP 01 m4 / CAMP 01 m6 Goiaba / Goiaba
Het9 CAMP 01 m4 / CAMP 01 m5 Goiaba / Goiaba
Het10 BTU 01 m5/BTU 01 m7 Citros / Citros
Hetl1 CAMP 01 m4 / CAMP 01 m3 Goiaba / Goiaba
Hetl12 BTU 01 m11/BTU 01 m12 Citros / Citros
Het13 BTU 01 m10/BTU 01 m13 Citros / Citros

(*) Em ANEXO E encontra-se a qual classe fenotipica cada um dos mutantes pertence

Em seis pares de mutantes, as anastomoses foram realizadas por mutantes do mesmo
1solado e em sete, as anastomoses foram observadas entre mutantes de isolados diferentes. Essa
constatagdo revela que hé possibilidade dessas anastomoses estarem acontecendo na natureza.
Dessa forma, ¢ possivel que isolados com caracteristicas diferentes estejam passando por
recombinacdes e alterando suas caracteristicas iniciais, como, por exemplo, a patogenicidade.
Segundo MacKenzie et al. (2009), a ocorréncia de isolados geneticamente varidveis no mesmo
hospedeiro, sugere que multiplas linhagens contribuam para a epidemia da mesma doenca.
Vaillancourt ¢ Hanau (1994), ao estudarem heterocariose em C. graminicola, sugerem a

possibilidade de se utilizd-la como ferramenta para estudos genéticos desse organismo.

2.3.2.3 Teste de estabilidade do heterocario

O teste de estabilidade do heterocario foi feito a partir das combinagdes surgidas no teste

de complementagdo e compatibilidade vegetativa. Os recombinantes obtidos foram repicados 10
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vezes consecutivas em meio com nitrato, para assim ser assegurada a estabilidade do heterocario

como mostra a Tabela 7.

Tabela 7 - Teste de estabilidade do heterocario por meio de repicagens sucessivas

Nuiamero de repicagens

Heterocario 1° 2° 3° 4° 5° 6° 7° 8° 9° 10°
Het 1 + + + + + + + + + +
Het 2 + + + + + - - - -
Het 3 + + + + + - + + + +
Het 4 + + + + + + + + + +
Het 5 + + + + + - + + + +
Het 6 + + + + + + + + + +
Het 7 + + + + + + + + + +
Het 8 + + + + + + + + + +
Het 9 + + + + - - - - -
Het 10 + + + + + - - -

Het 11 + + + + - - - - - -
Het 12 + + + + - - - - - -
Het 13 + + + + + - - - - -

+ Crescimento vigoroso do micélio

- Ndo houve crescimento do micélio

Os heterocarios Het 9, Het 11 ¢ Het 12 cessaram seus crescimentos na 5 repicagem € o
heterocario Het 2, Het 10 e Het 13 na 6° repicagem (Tabela 7), mostrando-se instaveis, pois
houve a dissociag¢do dos mutantes iniciais, diferentemente dos demais recombinantes que

mostraram-se estaveis até o final.

2.3.2.4 Caracterizagao patogénica do heterocario

De acordo com os resultados obtidos nos itens 2.3.2.2 e 2.3.2.3 foram escolhidos dois
heterocarios que se apresentaram estdveis para serem caracterizados quanto a sua patogenicidade.
A escolha foi feita de acordo com o hospedeiro de origem do isolado que formou anastomose,

sendo sempre um de citros e outro de cada um dos demais hospedeiros. Os dois heterocarios
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escolhidos foram Het 3 (citros com pimentdo) e Het 5 (citros com goiaba). Os resultados das
inoculagdes dos heterocarios e dos isolados que a eles deram origem estdo representados nas

Tabelas 8,9, 10e 11.

Tabela 8 — Incidéncia de Podriddo Floral dos Citros em flores de citros inoculadas com isolados de
Colletotrichum acutatum provenientes de diferentes hospedeiros

Hospedeiro
Flores Flores com Flores

Isolado de origem

inoculadas (n°) sintomas (n°)  lesionadas(%)

do isolado
CAMP 01 Goiaba 9 5 55,5a
SPD 01 Citros 7 5 71,43 a
Het 5 Citros/Goiaba 10 0 0,00 b
Testemunha - 8 0 0,00 b

Nota — Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de comparagdo entre
duas proporg¢des no intervalo de 95% de confianga (ANEXO C)

Tabela 9 - Pardmetros monociclicos da antracnose da goiaba quando inoculada com isolados de
Colletotrichum acutatum provenientes de diferentes hospedeiros. Area média da lesdo (mm?),
periodo de incubagio (PI), periodo de laténcia (PL) e esporulagio [(esporos x 10%) /mm?* da

lesdo]
Hospedeiro
, 5 Esporulacio
Isolado de origem Area da lesao (mm") PI PL (109
do isolado
a
CAMP 01 Goiaba 319,25 a 6 7 1,09 b
SPD 01 Citros 173,27 b 6 7 0,71 b
Het 5 Citros/Goiaba 103,27 b 8 9 1,69 a
Testemunha - 0,00 c - - 0,00 c
CV (%) 29,83 11,80

Nota — Os valores expressos representam dados ndo transformados, enquanto a analise estatistica foi
realizada com dados transformados para \/(x+1). Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia



Tabela 10 — Incidéncia de Podridao Floral dos Citros em flores de citros inoculadas com isolados de
Colletotrichum acutatum provenientes de diferentes hospedeiros

Hospedeiro
Flores Flores com Flores

Isolado de origem

inoculadas (n°)  sintomas ( n°) lesionadas(%)

do isolado
Col 53 Pimentéo 26 0 0,00b
Guacho Citros 25 21 84,00 a
Het 3 Citros/Pimentio 13 7 53,85a
Testemunha - 15 0 0,00 b

Nota — Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de comparagdo
entre duas proporg¢des no intervalo de 95% de confianga (ANEXO D)

Tabela 11 - Parametros monociclicos da antracnose do pimentio quando inoculado com isolados de
Colletotrichum acutatum provenientes de diferentes hospedeiros. Area média da lesdo
(mm?), periodo de incubagdo (PI), periodo de laténcia (PL) e esporulagdo [(esporos x
10%)/mm? da lesio]

Area da lesao

Isolado Hospedeiro (mm?) PI PL Esporulagio (10%)
Col 53 Pimentao 145,19 b 3 6 0,11 a
Guacho Citros 0,00 c - - 0,00 c

Het 3 Citros/Pimentdao 532,16 a 3 6 0,07 b

Testemunha - 0,00 C - - 0,00 c

CV (%) 22,89 0,80

Nota — Os valores expressos representam dados ndo transformados, enquanto a analise estatistica foi
realizada com dados transformados para \(x+1). Médias seguidas de mesma letra na coluna néo
diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.
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Tanto CAMP 01 como SPD 01 foram capazes de causar sintomas de PFD em flores de

citros sem se diferenciarem estatisticamente entre si. Porém, o heterocario formado entre eles,

nao foi capaz de causar lesoes nas flores desse hospedeiro (Tabela 8).

As goiabas inoculadas com os isolados de goiaba e citros apresentaram lesdes para ambas

as inoculagdes (Tabela 9), porém o isolado SPD 01 de citros foi menos agressivo do que o

isolado CAMP 01 de goiaba. O heterocario Het 5 formado por esses isolados diferiu

estatisticamente do isolado de goiaba apresentando menor area de lesdo, mas ndo apresentou
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diferenca estatistica quanto a producao de esporos. Quanto a agressividade no fruto, o heterocario
Het 5 se comportou de forma semelhante ao isolado SPD 01 de citros.

De acordo com a Tabela 10, o isolado Col 53 de pimentdo por si s6 ndo foi capaz de
infectar flores de citros, porém ao se recombinar com o isolado Guacho de citros foi capaz de
causar infeccdo com incidéncia proporcional ao isolado Guacho. O mesmo ocorreu com esses
isolados quando inoculados em pimentdes (Tabela 11). O isolado Guacho de citros nao foi capaz
de causar doenga nos frutos, diferente do isolado Col 53 de pimentdo que causou lesdo e
esporulou. Entretanto, o heterocario Het 3, além de ter sido infectivo, se mostrou estatisticamente
mais agressivo ao fruto em relacdo ao isolado Col 53 de pimentao.

Isolados de pimentdo parecem ter especificidade pelo seu hospedeiro, pois somente eles
causaram doenga em pimentdo e quando inoculados em flores de citros, ndo causaram PFD. O
heterocario citros/pimentdo causou doenca em pimentdo e em flores de citros.

Esses estudos demonstram a capacidade da espécie apresentar variabilidade quanto a sua
patogenicidade. A ocorréncia de heterocariose entre dois isolados distintos pode provocar o
aumento ou reducdo de sua agressividade. Embora ndo haja estudos que evidenciem isso, existe
possibilidade de essas recombinagdes ocorrerem na natureza (VAILLANCOUR; HANAU,

1994), podendo assim, influenciar na epidemiologia da doencga e no seu controle.
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3 CONCLUSOES

Pode-se concluir que existe especificidade patogénica dos diferentes isolados de C.
acutatum de alguns hospedeiros. Isolados de pimentdo, morango e péssego ndo sdo capazes de
causar sintomas de PFC em flores de citros.

Mesmo quando nao ocorre especificidade patogénica, hd uma tendéncia dos isolados
apresentarem maior agressividade em seus respectivos hospedeiros de origem.

Isolados de C. acutatum oriundos dos citros sdo capazes de recombinar entre si € com
isolados de outros hospedeiros, gerando recombinantes com caracteristicas patogénicas

diferentes. A recombina¢do pode aumentar ou reduzir a agressividade do isolado.
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ANEXO A — Andlise estatistica da primeira inoculagdo em flores de citros por meio da comparagdo entre
duas proporgdes no intervalo de 95% de confianga

(continua)
Isolados Proporcoes Intervalo de
Confianca

Guacho BA 001 a 0, 926 0,929 (-0,164 ; 0170)*
Guacho CAMP 02 0, 926 0,462 (0,248 ; 0680)

Guacho CAF3 0, 926 0,700 (-0,074 ; 0,526)*
Guacho MR-1 0, 926 0,143 (0,543 ; 1,023)
Guacho 0Os0-03 0, 926 0,000 (0,194 ; 0,828)
Guacho Col 53 0, 926 0,026 (0,572 ; 1,228)
Guacho Col 19 0, 926 0,000 (0,828 ; 1,024)
Guacho PESS-01 0, 926 0,000 (0,828 ; 1,024)
Guacho PESS-07 0, 926 0,000 (0,828 ; 1,024)
Guacho Testemunha 0, 926 0,000 (0,828 ; 1,024)
BA 001 a CAMP 02 0,929 0,462 (0,232 ;0,702)

BA 001 a CAF3 0,929 0,700 (-0,136; 0,594)*
BA 001 a MR-1 0,929 0,143 (0,493 ; 1,079)
BA 001 a 0Os0-03 0,929 0,000 (0,794 ; 1,064)
BA 001 a Col 53 0,929 0,026 (0,760 ; 1,046)
BA 001 a Col 19 0,929 0,000 (0,794 ; 1,064)
BA 001 a PESS-01 0,929 0,000 (0,794 ; 1,064)
BA 001 a PESS-07 0,929 0,000 (0,794 ; 1,064)
BA 001 a Testemunha 0,929 0,000 (0,794 ; 1,064)

CAMP 02 CAF 3 0,462 0,700 (-0,075; 0,581)*

CAMP 02 MR-1 0,462 0,143 (-0,004 ; 0,642)*
CAMP 02 0Os0-03 0,462 0,00 (0,270 ; 0,654)

CAMP 02 Col 53 0,462 0,026 (-1,544 ;2,416)*
CAMP 02 Col 19 0,462 0,000 (0,270 ; 0,654)
CAMP 02 PESS-01 0,462 0,000 (0,270 ; 0,654)
CAMP 02 PESS-07 0,462 0,000 (0,270 ; 0,654)
CAMP 02 Testemunha 0,462 0,000 (0,270 ; 0,654)
CAF 3 MR-1 0,700 0,143 (0,172;0,942)
CAF 3 0Os0-03 0,700 0,00 (0,416 ; 0,984)

CAF 3 Col 53 0,700 0,026 (0,386 ; 0,962)



56

ANEXO A — Analise estatistica da primeira inoculagdo em flores de citros por meio da comparacio entre duas
propor¢des no intervalo de 95% de confianga

(conclusdo)
Isolados Proporcoes Intervalo de
Confianca
CAF 3 Col 19 0,700 0,000 (0,416 ; 0,984)
CAF 3 PESS-01 0,700 0,000 (0,416 ; 0,984)
CAF 3 PESS-07 0,700 0,000 (0,416 ; 0,984)
CAF3 Testemunha 0,700 0,000 (0,416 ; 0,984)
MR-1 Os0-03 0,143 0,00 (-0,117 ; 0,403)*
MR-1 Col 53 0,143 0,026 (-0,122 ; 0,407)*
MR-1 Col 19 0,143 0,000 (-0,117; 0,403)*
MR-1 PESS-01 0,143 0,000 (-0,117; 0,403)*
MR-1 PESS-07 0,143 0,000 (-0,117; 0,403)*
MR-1 Testemunha 0,143 0,000 (-0,117; 0,403)*
Os0-03 Col 53 0,000 0,026 (-0,024 ; 0,076)*
Os0-03 Col 19 0,000 0,000 (0,000 ; 0,000)*
Os0-03 PESS-01 0,000 0,000 (0,000 ; 0,000)*
Os0-03 PESS-07 0,000 0,000 (0,000 ; 0,000)*
0s0-03 Testemunha 0,000 0,000 (0,000 ; 0,000)*
Col 53 Col 19 0,026 0,000 (-0,024 ; 0,076)*
Col 53 PESS-01 0,026 0,000 (-0,024 ; 0,076)*
Col 53 PESS-07 0,026 0,000 (-0,024 ; 0,076)*
Col 53 Testemunha 0,026 0,000 (-0,024 ; 0,076)*
Col 19 PESS-01 0,000 0,000 (0,000 ; 0,000)*
Col 19 PESS-07 0,000 0,000 (0,000 ; 0,000)*
Col 19 Testemunha 0,000 0,000 (0,000 ; 0,000)*
PESS-01 PESS-07 0,000 0,000 (0,000 ; 0,000)*
PESS-01 Testemunha 0,000 0,000 (0,000 ; 0,000)*
PESS-07 Testemunha 0,000 0,000 (0,000 ; 0,000)*

(*) — O valor 0 esta contido no intervalo de 95% de confianca, indicando que as proporg¢des sdo iguais



ANEXO B — Analise estatistica da segunda inoculagdo em flores de citros por meio da comparagdo entre duas
proporg¢des no intervalo de 95% de confianga

(continua)
Isolados Proporcoes Intervalo de
Confianca
Guacho BA 001 a 0,840 1,000 (-0,304 ; -0,017)
Guacho CAMP 02 0,840 0,000 (0,700 ; 0,980)
Guacho CAF3 0,840 0,706 (-0,181; 0,341)*
Guacho MR-1 0,840 0,000 (0,696 ; 0,984)
Guacho 0Os0-03 0,840 0,000 (0,696 ; 0,984)
Guacho Col 53 0,840 0,000 (0,696 ; 0,984)
Guacho Col 19 0,840 0,000 (0,696 ; 0,984)
Guacho PESS-01 0,840 0,000 (0,696 ; 0,984)
Guacho PESS-07 0,840 0,037 (0,643 ;0,963)
Guacho Testemunha 0,840 0,000 (0,696 ; 0,984)
BA 001 a CAMP 02 1,000 0,000 (1,000 ; 1,000)
BA 001 a CAF 3 1,000 0,706 (0,070 ; 0,510)
BA 001 a MR-1 1,000 0,000 (1,000 ; 1,000)
BA 001 a 0Os0-03 1,000 0,000 (1,000 ; 1,000)
BA 001 a Col 53 1,000 0,000 (1,000 ; 1,000)
BA 001 a Col 19 1,000 0,000 (1,000 ; 1,000)
BA 001 a PESS-01 1,000 0,000 (1,000 ; 1,000)
BA 001 a PESS-07 1,000 0,037 (0,891 ; 1,035)
BA 001 a Testemunha 1,000 0,000 (1,000 ; 1,000)
CAMP 02 CAF 3 0,000 0,706 (0,490 ; 0,930)
CAMP 02 MR-1 0,000 0,000 (0,000 ; 0,000)*
CAMP 02 0s0-03 0,000 0,000 (0,000 ; 0,000)*
CAMP 02 Col 53 0,000 0,000 (0,000 ; 0,000)*
CAMP 02 Col 19 0,000 0,000 (0,000 ; 0,000)*
CAMP 02 PESS-01 0,000 0,000 (0,000 ; 0,000)*
CAMP 02 PESS-07 0,000 0,037 (-0,035; 0,105)*
CAMP 02 Testemunha 0,000 0,000 (0,000 ; 0,000)*
CAF 3 MR-1 0,706 0,000 (0,490 ; 0,930)
CAF 3 0Os0-03 0,706 0,000 (0,490 ; 0,930)

CAF 3 Col 53 0,706 0,000 (0,490 ; 0,930)
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ANEXO B — Analise estatistica da segunda inoculagdo em flores de citros por meio da comparagdo entre duas
proporg¢des no intervalo de 95% de confianca

(conclusdo)
Isolados Proporcoes Intervalo de Confianca
CAF3 Col 19 0,706 0,000 (0,490 ; 0,930)
CAF3 PESS-01 0,706 0,000 (0,490 ; 0,930)
CAF3 PESS-07 0,706 0,037 (0,443 ; 0,903)
CAF 3 Testemunha 0,706 0,000 (0,490 ; 0,930)
MR-1 0s0-03 0,000 0,000 (0,000 ; 0,000)*
MR-1 Col 53 0,000 0,000 (0,000 ; 0,000)*
MR-1 Col 19 0,000 0,000 (0,000 ; 0,000)*
MR-1 PESS-01 0,000 0,000 (0,000 ; 0,000)*
MR-1 PESS-07 0,000 0,037 (-0,035 ;0,105)*
MR-1 Testemunha 0,000 0,000 (0,000 ; 0,000)*
Os0-03 Col 53 0,000 0,000 (0,000 ; 0,000)*
Os0-03 Col 19 0,000 0,000 (0,000 ; 0,000)*
Os0-03 PESS-01 0,000 0,000 (0,000 ; 0,000)*
0Os0-03 PESS-07 0,000 0,037 (-0,035;0,105)*
0s0-03 Testemunha 0,000 0,000 (0,000 ; 0,000)*
Col 53 Col 19 0,000 0,000 (0,000 ; 0,000)*
Col 53 PESS-01 0,000 0,000 (0,000 ; 0,000)*
Col 53 PESS-07 0,000 0,037 (0,000 ; 0,000)*
Col 53 Testemunha 0,000 0,000 (-0,035;0,105)*
Col 19 PESS-01 0,000 0,000 (0,000 ; 0,000)*
Col 19 PESS-07 0,000 0,037 (-0,035 ;0,105)*
Col 19 Testemunha 0,000 0,000 (0,000 ; 0,000)*
PESS-01 PESS-07 0,000 0,037 (-0,035;0,105)*
PESS-01 Testemunha 0,000 0,000 (0,000 ; 0,000)*
PESS-07 Testemunha 0,037 0,000 (-0,035 ;0,105)*

(*) — O valor 0 esta contido no intervalo de 95% de confianca, indicando que as proporg¢des sdo iguais



ANEXO C — Analise estatistica caracterizagdo do heterocario Het5 e dos seus isolados parentais em flores de
citros por meio da comparag@o entre duas proporgdes no intervalo de 95% de confianca

Isolados Proporcoes Intervalo de
Confianca
CAMP 01 SPD 01 0,555 0,714 (-0,307 ; 0,652)*
CAMP 01 Het 5 0,555 0,000 (0,230 ; 0,880)
CAMP 01 Testemunha 0,555 0,000 (0,230 ; 0,880)
SPD 01 Het 5 0,714 0,000 (0,379 ; 1,049)
SPD 01 Testemunha 0,714 0,000 (0,379 ; 1,049)
Het 5 Testemunha 0,000 0,000 (0,000 ; 0,000)*

(*) — O valor 0 esta contido no intervalo de 95% de confianca, indicando que as proporg¢des sdo iguais

ANEXO D - Analise estatistica caracterizag@o do heterocario Het3 e dos seus isolados parentais em flores de citros
por meio da comparagdo entre duas proporgdes no intervalo de 95% de confianga

Isolados Proporcoes Intervalo de Confianca
Guacho Col 53 0,840 0,000 (0,696 ; 0,984)
Guacho Het 3 0,840 0,539 (-0,007 ; 0,607)*
Guacho Testemunha 0,840 0,000 (0,696 ; 0,984)

Col 53 Het 3 0,000 0,539 (0,270 ; 0,810)
Col 53 Testemunha 0,000 0,000 (0,000 ; 0,000)*
Het 3 Testemunha 0,539 0,000 (0,270 ; 0,810)

(*) — O valor 0 esta contido no intervalo de 95% de confianca, indicando que as proporg¢des sdo iguais
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ANEXO E - Identificagdo do mutante, identificagdo do isolado parental, hospedeiro e
classificagdo fenotipica do mutante

(continua)
Mutante Isolado Hospedeiro Fenotipo
Guacho m1 Guacho Citros NitM
Guacho m2 Guacho Citros NitM
Guacho m3 Guacho Citros nitl
Guacho m4 Guacho Citros nitl
Guacho m5 Guacho Citros NitM
Guacho m6 Guacho Citros nitl
Guacho m7 Guacho Citros nitl
Guacho m8 Guacho Citros nitl
Guacho m9 Guacho Citros nitl
Guacho m10 Guacho Citros nitl
Guacho m11 Guacho Citros nitl
Guacho m12 Guacho Citros nitl
Guacho m13 Guacho Citros nit3
Guacho m14 Guacho Citros nitl
Guacho m15 Guacho Citros nitl
Guacho m16 Guacho Citros nitl
SPD 01 ml SPD 01 Citros nit3
SPD 01 m2 SPD 01 Citros nitl
SPD 01 m3 SPD 01 Citros nit3
SPD 01 m4 SPD 01 Citros nitl
SPD 01 m5 SPD 01 Citros nitl
SPD 01 m6 SPD 01 Citros nitl
SPD 01 m7 SPD 01 Citros nitl
SPD 01 m8 SPD 01 Citros nit3
SPD 02 ml SPD 02 Citros nitl
SPD 02 m2 SPD 02 Citros nitl
SPD 02 m3 SPD 02 Citros nitl
SPD 02 m4 SPD 02 Citros nitl
BTU 01 ml BTU 01 Citros nitl

BTU 01 m2 BTU 01 Citros nitl



ANEXO E - Identificacdo do mutante, identificacdo do isolado parental, hospedeiro e
classificagdo fenotipica do mutante

(continuagio)
Mutante Isolado Hospedeiro Fenotipo
BTU 01 m3 BTU 01 Citros nitl
BTU 01 m4 BTU 01 Citros nitl
BTU 01 m5 BTU 01 Citros nitl
BTU 01 m6 BTU 01 Citros nitl
BTU 01 m7 BTU 01 Citros nitl
BTU 01 m8 BTU 01 Citros nitl
BTU 01 m9 BTU 01 Citros nitl
BTU 01 m10 BTU 01 Citros nitl
BTU 01 m11 BTU 01 Citros nitl
BTU 01 m12 BTU 01 Citros nitl
BTU 01 m13 BTU 01 Citros nitl
MG 095 a ml MG 095 a Citros NitM
MG 095 a m2 MG 095 a Citros nitl
MG 095 am3 MG 095 a Citros nitl
MG 095 a m4 MG 095 a Citros nitl
MG 095 a m5 MG 095 a Citros nit3
PE 079 a ml PE 079 a Citros nitl
PE 079 am2 PE 079 a Citros nitl
PE 079 am3 PE 079 a Citros nitl
PE 079 a m4 PE 079 a Citros nit3
SC 120 a ml SC 120 a Citros nit2
SC120a m2 SC 120 a Citros nitl
BA 001 aml BA 001 a Citros nitl
BA 001 am2 BA 001 a Citros nitl
BA 001 am3 BA 001 a Citros nitl
BA 001 am4 BA 001 a Citros nitl
BA 001 am5 BA 001 a Citros nitl
BA 001 am6 BA 001 a Citros nitl

BA 001 am7 BA 001 a Citros NitM



ANEXO E - Identificagdo do mutante, identificagdo do isolado parental, hospedeiro e
classificagdo fenotipica do mutante

(continuagdo)
Mutante Isolado Hospedeiro Fenotipo
BA 001 am8 BA 001 a Citros nitl
TQO45am1 TQ 045 a Citros nitl
TQ 045 a m2 TQ 045 a Citros nitl
TQ 045 am3 TQ 045 a Citros nitl
TQ 045 am4 TQ 045 a Citros nitl
GP 025 aml GP 025 a Citros nitl
GP 025 am?2 GP 025 a Citros nitl
CAMP 01 m1 CAMP 01 Goiaba nitl
CAMP 01 m2 CAMP 01 Goiaba nitl
CAMP 01 m3 CAMP 01 Goiaba nitl
CAMP 01 m4 CAMP 01 Goiaba nitl
CAMP 01 m5 CAMP 01 Goiaba nit3
CAMP 01 m6 CAMP 01 Goiaba nitl
CAMP 01 m7 CAMP 01 Goiaba nitl
CAMP 01 m8 CAMP 01 Goiaba nitl
CAMP 01 m9 CAMP 01 Goiaba nit3
CAMP 01 m10 CAMP 01 Goiaba nitl
CAMP 02 m1 CAMP 02 Goiaba nit3
CAMP 02 m2 CAMP 02 Goiaba nit3
CAMP 02 m3 CAMP 02 Goiaba nit3
CAMP 02 m4 CAMP 02 Goiaba nit3
CAF 3 ml CAF3 Goiaba nitl
CAF 3 m2 CAF 3 Goiaba NitM
CAF 3 m3 CAF3 Goiaba NitM
CAF 3 m4 CAF3 Goiaba NitM
CAF 3 m5 CAF3 Goiaba nitl
CAF 3 m6 CAF3 Goiaba nitl
CAF 3 m7 CAF 3 Goiaba nitl

CAF 3 m8 CAF 3 Goiaba nitl



ANEXO E - Identificacdo do mutante, identificacdo do isolado parental, hospedeiro e
classificagdo fenotipica do mutante

(continuagio)
Mutante Isolado Hospedeiro Fenotipo
CAF 3 m9 CAF3 Goiaba nitl
CAF 3 ml0 CAF 3 Goiaba nitl
CAF 3 ml1 CAF 3 Goiaba nitl
CAF 3 ml2 CAF 3 Goiaba nit3
MIR 3 ml MIR 3 Goiaba nit3
MIR 3 m2 MIR 3 Goiaba nit2
Col 53 ml Col 53 Pimentao nit3
Col 53 m2 Col 53 Pimentdo nitl
Col 53 m3 Col 53 Pimentdo nitl
Col 53 m4 Col 53 Pimentao nitl
Col 53 m5 Col 53 Pimentao nitl
Col 53 m6 Col 53 Pimentao nitl
Col 53 m7 Col 53 Pimentao nitl
Col 53 m8 Col 53 Pimentdo nit3
Col 53 m9 Col 53 Pimentdo nitl
Col 53 m10 Col 53 Pimentdo nit3
Col 53 m11 Col 53 Pimentdo nitl
Col 53 m12 Col 53 Pimentdo nit3
Col 19 ml Col 19 Pimentdo nitl
Col 19 m2 Col 19 Pimentao nitl
Col 19 m3 Col 19 Pimentao nit3
Col 19 m4 Col 19 Pimentao nitl
Col 19 m5 Col 19 Pimentdo nitl
Col 19 m6 Col 19 Pimentao nitl
Col 12 ml Col 12 Pimentdo nit3
Col 12 m2 Col 12 Pimentao nit3
Col 12 m3 Col 12 Pimentdo nit2
Col 12 m4 Col 12 Pimentdo nitl

Col 12 m5 Col 12 Pimentao nit3



ANEXO E - Identificagdo do mutante, identificagdo do isolado parental, hospedeiro e
classificagdo fenotipica do mutante

(continuagdo)
Mutante Isolado Hospedeiro Fenotipo
Col 12 m6 Col 12 Pimentao nit3
Col 12 m7 Col 12 Pimentao nitl
Col 12 m8 Col 12 Pimentao nitl
Col 35 ml Col 35 Pimentao nit3
Col 35 m2 Col 35 Pimentdo nit2
Col 35 m3 Col 35 Pimentdo nit2
Col 35 m4 Col 35 Pimentao nit3
Col 35 m5 Col 35 Pimentao nit3
0s0-05 m1 0Os0-05 Morango nitl
0s0-05 m2 0s0-05 Morango nit3
0s0-05 m3 0s0-05 Morango nit3
0s0-04 m1 Oso-04 Morango nit3
0s0-04 m2 Oso-04 Morango nit3
Camarosa 8 ml Camarosa 8 Morango nit3
MR-1 ml MR-1 Morango nit3
MR-1 m2 MR-1 Morango NitM
MR-1 m3 MR-1 Morango nit3
MR-1 m4 MR-1 Morango nit3
MR-1 m5 MR-1 Morango NitM
MR-7 ml MR-7 Morango nitl
MR-7 m2 MR-7 Morango nit3
MR-7 m3 MR-7 Morango nitl
MR-7 m4 MR-7 Morango nitl
0OsoG 1 ml OsoG 1 Morango nitl
OsoG 1 m2 OsoG 1 Morango nit3
0soG 1 m3 OsoG 1 Morango nitl
OsoG 1 m4 OsoG 1 Morango nitl
0soG 1 m5 OsoG 1 Morango nitl

0OsoG 1 m6 OsoG 1 Morango nitl



ANEXO E - Identificacdo do mutante, identificacdo do isolado parental, hospedeiro e
classificagdo fenotipica do mutante

(conclusdo)
Mutante Isolado Hospedeiro Fenotipo
0soG 1 m7 OsoG 1 Morango nitl
0soG 1 m8 OsoG 1 Morango nitl
0soG 2 ml OsoG 2 Morango nit3
PESS-01 ml PESS-01 Péssego nit2
PESS-01 m2 PESS-01 Péssego nit2
PESS-01 m3 PESS-01 Péssego nit3
PESS-01 m4 PESS-01 Péssego nit3
PESS-01 m5 PESS-01 Péssego nit3
PESS-01 m6 PESS-01 Péssego nit2
PESS-02 ml PESS-02 Péssego nit2
PESS-02 m2 PESS-02 Péssego nit2
PESS-07 ml PESS-07 Péssego nit3
PESS-07 m2 PESS-07 Péssego nit3
PESS-07 m3 PESS-07 Péssego nit3
PESS-07 m4 PESS-07 Péssego nit3
PESS-07 m5 PESS-07 Péssego nit3
PESS-07 m6 PESS-07 Péssego nit2

PESS-07 m7 PESS-07 Péssego nit3
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