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RESUMO GERAL

A antracnose, causada por espécies do género Colletotrichum, é uma doenca destrutiva em
solanaceas. E favorecida por altas temperaturas e umidade, que afeta principalmente os frutos
com lesdes circulares e umidas. Seus impactos variam conforme a cultura e a regido, afetando
frutos maduros e em pos-colheita, causando perdas significativas. A doengca compromete a
qualidade, a aparéncia e a comercializagdo dos frutos, resultando em rejeigdo por consumidores
e prejuizos econdmicos. Este estudo teve como objetivos identificar isolados de Colletotrichum
coletados de jilo, berinjela, tomate e batata em vérias regides do Brasil, utilizando filogenia
multilécus e investigar a diversidade interespecifica de C. tamarilloi. Foram analisados 77
isolados, que foram agrupados em quatro complexos: Acutatum, Truncatum, Gloeosporioides
e Coccodes. O estudo também investigou a variabilidade genética interespecifica de isolados
de C. tamarilloii coletados de jil6 e berinjela em diferentes regides do Brasil, usando a técnica
de ERIC-PCR. Os resultados mostraram polimorfismo intraespecifico, com a discriminacao
dos isolados em dois grandes grupos distintos com indice de Jaccard de 80%. Os dois grupos
principais incluem isolados de diferentes regibes geogréficas, o que sugere uma possivel
dispersdo do patégeno por meio de sementes em Vérias partes do pais. Estudos adicionais s&o
necessarios para avaliar se existe uma correlacao entre os grupos identificados e caracteristicas
de adaptabilidade, como agressividade e resisténcia a fungicidas. A alta variedade de espécies
de Colletotrichum causando antracnose em solandceas no Brasil pode ser um problema para 0s
produtores manejar a antracnose nestas culturas e uma dificuldade para os programas de

melhoramento genético, visando o desenvolvimento de cultivares resistentes.

Palavras-chave: Solanum aethiopicum var. gilo, S. lycopersicum, S. melongena, S.

tuberosum, antracnose, variabilidade do patégeno



GENERAL ABSTRACT

Anthracnose, caused by species of the genus Colletotrichum, is a destructive disease in
Solanaceae. It is favored by high temperatures and humidity, which mainly affects fruits with
circular and moist lesions. Its impacts vary according to the crop and region, affecting ripe and
post-harvest fruits, causing significant losses. The disease compromises the quality, appearance
and marketability of fruits, resulting in consumer rejection and economic losses. This study
aimed to identify Colletotrichum isolates collected from scarlet eggplant, eggplant, tomato and
potato in several regions of Brazil, using multilocus phylogeny and to investigate the
interspecific diversity of C. tamarilloi. A total of 77 isolates were analyzed and grouped into
four complexes: Acutatum, Truncatum, Gloeosporioides and Coccodes. The study also
investigated the interspecific genetic variability of C. tamarilloii isolates collected from scarlet
eggplant and eggplant in different regions of Brazil, using the ERIC-PCR technique. The results
showed intraspecific polymorphism, with the isolation of the isolates into two large distinct
groups with a Jaccard index of 80%. The two main groups include isolates from different
geographic regions, which suggests a possible dispersal of the pathogen through seeds in
various parts of the country. Additional studies are needed to assess whether there is a
correlation between the identified groups and adaptability traits, such as aggressiveness and
resistance to fungicides. The high variety of Colletotrichum species causing anthracnose in
Solanaceae in Brazil may be a problem for producers in managing anthracnose in these crops

and a difficulty for genetic improvement programs aimed at developing resistant cultivars.

Keywords: Solanum aethiopicum var. gilo, S. lycopersicum, S. melongena, S.

tuberosum, anthracnose, pathogen variability
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Solanéaceas

A familia Solanaceae € uma das maiores entre as plantas vasculares, possuindo cerca de
98 géneros, com cerca de 2800 especies (Weese & Bohs, 2007). Trata-se de um grupo
taxonémico cosmopolita, que se encontra presente em todos 0s continentes, desde as regioes
tropicais, equatoriais até as temperadas. Muitos géneros desta familia possuem como provéavel
centro de origem as Américas do Sul e Central, locais onde uma maior diversidade de espécies
¢ observada (D’Arcy, 1991; Dupin et al., 2017; Weese & Bohs, 2007). No Brasil ja foram
identificadas cerca de 507 espécies, divididas entre 36 géneros (Flora do Brasil, 2024). As
plantas desta familia sdo herbaceas anuais, bianuais ou perenes, podendo variar de arbustos até
arvores de pequeno porte. As folhas sdo alternas, simples ou compostas, ndo apresentam
espiculas e possuem margens inteiras ou lobadas. Comumente ndo possuem inflorescéncia,
possuindo uma Unica flor, que se distingue por ser actinomorfa em alguns casos zigomorfa,
hermafrodita com calice pentdmero, corola gamopétala, cinco estames, possuindo ovario
supero e bicarpelar. Os frutos podem ser bagas, em forma de capsulas ou drupas (Knapp, 2002;
Souza & Lorenzi, 2005).

A familia Solanaceae € uma das mais importantes econémica e culturalmente dentre as
Angiospermas. Essa familia inclui espécies de grande valor agronémico e alimentar, como a
batata (Solanum tuberosum), o tomate (Solanum lycopersicum), a berinjela (Solanum
melongena), o jilé (Solanum aethiopicum var. gilo) , as pimentas e 0s pimentdes (Capsicum
spp.).Diversas espécies de Solanaceae tém interesse farmacoldgico significativo, como o
estramonio (Datura stramonium), o fumo (Nicotiana tabacum) e a beladona (Atropa
belladonna) sdo fontes de compostos bioativos amplamente utilizados na inddstria
farmacéutica. Entre os metabdlitos secundarios de destaque estdo os alcaloides tropanicos,
como a atropina, empregada em aplicacbes médicas diversas. Além de contribuir para a
horticultura ornamental com espécies como a petinia (Petunia spp.) e a dama-da-noite
(Cestrum nocturnum), que possuem alto valor estéetico e sdo amplamente cultivadas em jardins
e paisagismo (Echeverria- Londofio et al., 2020; Soares-Mota, 2010; Zamberlan, 2012).

Dentre os diversos grupos taxondmicos pertencentes a familia Solanaceae destaca-se o
género Solanum. Este género cosmopolita possui cerca de 1200 espécies, (representando quase
metade das espécies da familia). As espécies de Solanum se encontram distribuidas por biomas
temperados e tropicais, incluindo ambientes desérticos, florestas tropicais a pastagens de
elevada altitude, No entanto, a América do Sul é considerada o centro de origem e diversidade

do género Solanum. S&o encontradas cerca de 291 espécies deste género no territdrio brasileiro
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(Agra et al., 2009; Echeverria Londofio et al., 2020; Hunziker, 2001; Knapp, 2008).

As flores das espécies de Solanum apresentam androceu e perianto pentameros, anteras
amarelas oblongas ou atenuadas da base para o apice, com deiscéncia poricida. Este género
apresenta maior biodiversidade em plantas com flores, as flores possuem diversos formatos e
espécies monoicas com flores monoclinas, possuindo espécies autdgamas e alégamas, que
possuem sistema de incompatibilidade (Roe, 1972; Weese & Bohs, 2007; Whallen & Anderson,
1981). Segundo Barroso et al. (1999), os frutos sdo do tipo baga, indeiscentes, carnosos.

O género Solanum é o mais expressivo da familia Solanaceae, possuindo importancia
econdmica e cultural devido principalmente as hortalicas pertencentes aos género que sao

amplamente cultivadas e consumidas. Destacando a (batata, tomate, berinjela e o jil0).

Batata

A batata (Solanum tuberosum L.), possui 0os Andes peruanos e bolivianos como centro
de origem, acredita-se que esta hortalica seja cultivada ha pelos 7.000 anos. Recebe diferentes
nomes de acordo com a regido onde é cultivada: araucano ou Poni no Chile, lomy na Colémbia,
Papa na Espanha, Patata na Italia, Irish ou White potato na Irlanda. E a terceira cultura
alimentar mais significativa do planeta e a primeira commodity ndo gréo. Estima-se que cerca
de um bilh&o de pessoas consumam batata diariamente em todo 0 mundo (Ribeiro et al., 2017).
A introducdo dessa olericola no Brasil aconteceu ao final do século XIX, por imigrantes
europeus no sul do pais, onde o clima para o cultivo era mais favoravel e permaneceu sendo a
base alimentar para estes imigrantes até o fim do século. A producdo significativa s6 ocorreu
em S&o Paulo na década de 1920 (Miranda Filho & Feltran, 2009).

Botanicamente é uma planta perene, geralmente cultivada de forma bianual, de altura
variavel entre 50 cm e 1,5 m. O caule se divide em duas partes: area e subterrénea, sendo esta
responsavel pela formacéo dos estoldes, que terminam em uma porcao engrossada denominada
tubérculo, sendo estes os 6rgéos de maior interesse econdémico para a cultura. Raizes podem ser
adventicias ou pivotantes, dependendo de qual material se originaram. As folhas sdo compostas,
alternas. As inflorescéncias sdo tipo cimeira com flores hermafroditas na extremidade do caule.
Os frutos sdo do tipo baga e séo utilizados somente para o melhoramento genético (Lopes,
1997).

E um alimento basicamente energético, mas também possui proteinas, além de, ser uma
importante fonte de sais minerais. O tubérculo é constituido basicamente por 4gua, carboidratos,

fibras e aclcares. Sendo comercializada in natura ou processada na forma de batata frita
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congelada, batata palha e chips (Ribeiro et al., 2017).).

Segundo a Associacdo Brasileira da Batata (ABBA, 2024), as principais variedades
plantadas atualmente sdo ‘Agata’, ‘Asterix’, ‘Orquestra’, ‘Cupido’, ‘Markies’, ‘Atlantic’ e
‘FL’. Estima-se que a area plantada total seja de 100.000 hectares anuais, sendo a producao
destinada ao mercado, a industria para a producdo de chips e pré-fritas e a batata semente. O
principal estado produtor é o de Minas Gerais com a producéo de 2.203.301 toneladas em 2022
(IBGE, 2024).

Tomate

O tomateiro (S. lycopersicum L.), possui como centro de origem reconhecido a América
do Sul, mais precisamente a regido Andina, que inclui parte da Bolivia, Chile, Colémbia,
Equador e Peru (Blanca et al., 2012). Porém alguns autores sugerem que o tomate foi
originalmente domesticado no Meéxico (Jenkins, 1948). Acredita-se que a introducdo do
tomateiro no Brasil tenha ocorrido através dos imigrantes italianos.

E uma planta perene cultivada como anual e com porte arbustivo, podendo crescer de
forma rasteira, ereta ou semi-ereta. O crescimento pode ser indeterminado (frutos para consumo
in natura) ou determinado (frutos destinados a industria). Plantas que apresentam crescimento
indeterminado podem alcancar até 10 m anualmente, enquanto as de crescimento determinado
por serem rasteiras podem atingir até 1 metro. Possui caule herbaceo, ereto, o sistema radicular
€ composto por raizes secundarias e adventicias, as flores sdo hermafroditas, pequenas e
agrupadas em cachos o que dificulta a fecundagdo cruzada. Os frutos sé&o baga carnosos e
possuem uma ampla variedade de cor (vermelho, verde, amarelo, roxo) e diversos formatos e
tamanhos (redondos, achatados, oblongos e minis) (Alvarenga, 2013).

Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), possui importancia
alimentar e nutricional, por conter betacaroteno, vitamina C e flavonoides e licopeno, um
antioxidante que atua na protecdo do organismo contra radicais livres, atuando como substancia
anticancerigena (Fentik et al., 2017; Salim et al., 2020).

Trata-se de uma hortalica cultivada em quase todo o territério nacional. A producgao
destina-se a industria e consumo in natura, sendo o tomate Salada Longa Vida o principal
tomate comercializado no pais para este fim, seguido pelo tomate Italiano e 0 mini tomate
(cereja) (CONAB, 2019). Segundo a Organizacdo das Nacdes Unidas para a Agricultura e
Alimentacdo (FAO), o Brasil € nono maior produtor, sendo responsavel por 2,5% da producéo

mundial. A China, India e os Estados Unidos, que ocupam as trés primeiras posicdes, sdo
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responsaveis por 31%, 11% e 8%, respectivamente (FAOSTAT, 2018). E uma hortalica
cultivada em diversas regiGes tropicais e subtropicais, sendo consumida in natura e também
utilizada na fabricacdo de ampla gama de produtos processados, como molhos, extratos, sopas
e frutas inteiras em conserva. E uma hortalica disponivel durante todo o ano e seu volume é
variavel de acordo com a regido e a sazonalidade das safras.

Em 2022 a produgéo de tomate no Brasil foi de 3.809.986 toneladas sendo o estado de
Goias o maior produtor e responsavel por 2.408.371 toneladas. Vale ressaltar que a producéo
de Goias é destinada principalmente ao processamento industrial, sendo os frutos usados na
producdo de molhos e extratos. Para o consumo in natura destaca-se a producgéo dos estados de
Sao Paulo, Minas Gerais, Goias e Bahia (IBGE, 2024). Séao Paulo e Minas Gerais, possuem a
producdo mais tecnificada e em areas maiores, o que torna a cadeia produtiva mais organizada,
permitindo assim que parte da producao se destine a exportacdo, sendo a Argentina o principal
destino (CONAB, 2019).

Berinjela

As espécies cultivadas de berinjela (Solanum melongena L.) tém como origem o velho
mundo (Africa e Eurasia) (Ranil et al., 2017). Esta hortalica foi introduzida no Brasil pelos
portugueses no sec. XVI, sendo os orientais e seus descendentes os maiores consumidores.

Possui caule semi-ereto lenhoso, ereto ou prostrado, podendo atingir até 1,8 m de altura.
Trata-se de uma planta de porte arbustivo. O sistema radicular é profundo podendo ultrapassar
1 metro. As folhas sdo alternas, simples e apresentam limbo ovado ou oblongo-ovado, pilosas
e algumas cultivares podem apresentar espinhos, ja as flores sdo solitarias ou dispostas em
cimeiras, os frutos sdo do tipo baga, pendentes e possuem sabor amargo e formato (oblongos,
oval, alongados) e cores (rosa, branco, purpura, preta) variados e sdo destinados a alimentacao
(Kaur et al., 2013).

S&o consumidos em diversas formas de preparo, possuindo atividade antioxidante e
atuando no controle de diabetes, hipertensdo, possuindo efeitos protetores sobre o figado e
sistema gastrico (Kaur et al., 2013; Ribeiro et al.,1998; Sabir & Rocha, 2008).

A preferéncia dos consumidores brasileiros é por frutos de formato mais alongado, de
coloracgéo roxo-escura e brilhante com peddnculo verde e as principais cultivares de polinizacéo
aberta disponiveis no mercado brasileiro sdo: ‘Embu’, ‘Florida Market’, ‘Preta Comprida’,
‘Comprida Roxa’, ‘Redonda Roxa’ e ‘Redonda’ Rosa. Os principais hibridos sdo: ‘Ciga’,

‘Solara’, ‘Napoli’, ‘Napolitana’, ‘Roma’, ‘Romanita’, ‘Milaneza’, ‘Ryoma’, ‘Kokuyo’, ‘Shoya
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Long’, ‘Kumamoto Naganassu’, ‘Kokushi Oonaga’ e ‘Kuro Kunishik> (EMBRAPA-
Hortaligas, 2007).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2024), a producédo
brasileira de berinjela em 2017 se aproximou de 71.914 toneladas e o estado responsavel pela
maior producdo desta hortalica é S&o Paulo com a producdo estimada em 25.057 toneladas. O
mercado brasileiro € dominado por hibridos devido as caracteristicas de tolerancia a doencas e
pragas, alta produtividade, qualidade e uniformidade dos frutos que estes apresentam. O hibrido
mais cultivado é Napoli dada a sua producdo de plantas muito vigorosas, frutos alongados,
coloracdo vinho escura brilhante, lenta formacdo de sementes, seguido por Cica devido, a sua
elevada produtividade, qualidade do fruto, resisténcia as doencas e precocidade (Antonini et
al., 2002; Echer et al., 2016).

Jilo

O jilo (S. aethiopicum L. var. gilo) é conhecido como beringela africana, scarlett
eggplant e tem como provavel centro de origem a Africa, onde foi domesticada a partir da
espécie selvagem Solanum anguivi Lam (Anaso, 1991; Han et al.,2021).

Trata-se de uma planta herbacea perene, porém cultivada como anual, possui porte ereto
e crescimento indeterminado. As folhas sdo oblongas e profundamente anguladas, possuindo
de 2 a 4 flores dispostas em racemo, os frutos sdo do tipo baga solitarios e possuem casca fina,
formato oblongo, alongado ou redondo, e com sabor caracteristico amargo (Pinheiro et al.,
2015).

Possui fibras, proteinas e minerais em sua constituicdo, além das vitaminas B1 e B2
(tiamina) e (riboflavina), além de vitamina C (acido ascorbico), sendo conhecida por seu poder
antioxidante, cicatrizante e estimulante a producéo de colageno (Sekara et al., 2007). Acredita-
se que esta hortalica foi introduzida no Brasil no século XVII junto com 0s escravos que vieram
para cultivar a cana-de-actcar em Pernambuco durante a colonizacdo. Para os africanos esta
hortalica possui grande importancia na tradicdo e cultura, sendo amplamente distribuida neste
continente (Chinedu et al., 2011; Danquah & Ofori, 2012, Han et al.,2021).

No Brasil o cultivo é praticado predominantemente na regido sudeste, sendo essa regiao
responsavel por cerca de 71,2% da producéo dessa hortalica. Em 2017 a producdo foi de 78.851
toneladas, sendo o estado do Rio de Janeiro o principal produtor com a producéo de 21.516
toneladas, seguido pelos estados de Minas Gerais e Sdo Paulo (IBGE, 2024). Essa hortaliga

possui grande importancia e impacto sobre a agricultura familiar brasileira. As principais
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cultivares sdo a ‘Tingud’, que possui frutos oblongo-alongados e de coloragdo verde-clara,
‘Comprido Verde Claro’, ‘Comprido Grande Rio’, ‘Comprido Gurupi’, ‘Portugués’,
‘Teresopolis Gigante’, ‘Tingua Verde Claro’. Os frutos destas cultivares sdo alongados e de
coloracdo verde-claro. As cultivares com fruto redondo e coloracdo verde escura sao: ‘Cristal’,
‘Esmeralda’ e ‘Morro Grande’. As cultivares variam de regido produtora em decorréncia da
preferéncia do mercado consumidor (Pinheiro et al., 2015).

A producdo de hortalicas do género Solanum enfrenta diversos entraves que
comprometem a eficiéncia e a sustentabilidade dessas culturas, sendo as doencas um dos
principais desafios. Entre os fatores que dificultam o sucesso do cultivo, destaca-se o elevado
ndmero de patogenos (bactérias, nematoides, virus, oomicetos e fungos) que impactam
diretamente tanto a produtividade quanto a qualidade dos frutos, afetando o rendimento e a

viabilidade econdmica.

Doencas que afetam batata, tomate, berinjela e jild

A murcha bacteriana é causada pelo complexo de espécies Ralstonia solanacearum
(RSSC), ocasiona muitos danos em S. lycopersicum, S. tuberosum, S. melongena, porém nao €
um grande problema para os cultivos de S. aethiopicum L. var gilo. Entretanto, ndo se pode
desprezar a incidéncia da mesma nos jiloeiros do norte do Brasil. E responsavel por perdas
significativas em épocas mais quentes do ano em solos muito Umidos em cultivos de batata
(Caldwell et al., 2017; Salgon et al., 2017). A podriddo mole dos frutos é causada por espécies
de Pectobacterium e Dickeya. Estas bacterioses sdo responsaveis por perdas significativas no
campo, armazenamento e durante o transporte, principalmente para a cultura do tomateiro e
batateira (Ahmed et al., 2018).

Nematoides do género Meloidogyne, sdo os principais agentes causais das galhas
radiculares em berinjeleiras, jiloeiros, batateiras e tomateiros, em campos de cultivos no Brasil.
Observam-se reboleiras irregulares com plantas raquiticas, murchas e amarelas. Em batata
causam protuberancias nos tubérculos que causam a reducdo na produgdo, mas sobretudo
afetam a qualidade do produto. O nematoide das lesBes (Pratylenchus spp.) também é comum
em solos brasileiros e causa danos quando atacam os tubérculos que ficam escurecidos (Pereira
etal., 2012; Reis et al., 2012).

O Tomato chlorosis virus (ToCV) causa amarelecimento internerval em folhas mais
velhas de jiloeiro e berinjela (Fonseca et al., 2016; Pavan et al.,2016). Em batateira as principais

viroses sdo Potato leafroll virus — PLRV, que causa o enrolamento das folhas e (Potato virus Y
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— PVY) que ocasiona mosaico, sendo atualmente considerada a principal causa da
degenerescéncia da batata-semente. Em tomate e berinjela (Jorge et al., 2023) destacam-se as
viroses causadas por espécies dos géneros Begomovirus e Orthotospovirus.

Diferentes espécies de oomicetos do género Phytophthora ocasionam podridées em
frutos de tomate, jil6 e berinjela, além de ocasionar murchas em plantas de tomate e berinjela
(Reis et al., 2021). A requeima ¢ a principal doenca da batata em todo o mundo. Por sua vez, o
fungo Verticillium dahliae, ocasiona a murcha de Verticillium, doenca que causa um sério
problema para o cultivo de hortalicas, podendo ocasionar prejuizos em areas de cultivo de
solanaceas (Suaste-Dzul et al., 2022). Outras doencas fangicas que podem acometer as
solanaceas: a mancha de Stemphylium, causada por Stemphylium solani e S. lycopersici é
considerada doenca secundaria para tomateiro e pode ocasionar perdas em jiloeiros a depender
da temperatura e época do ano. Alternaria linariae e A. grandis foram confirmados como o0s
principais agentes causais da pinta preta do tomateiro e da batata, respectivamente. No entanto,
outras espécies de Alternaria também estdo envolvidas com a pinta preta em outras solanaceas
no Brasil, sendo uma doenca secundaria em berinjela (Peixoto et al., 2021). A murcha de
Fusarium, causada por Fusarium oxysporum f. sp.lycopersici € uma importante doenca para o
tomateiro pois afeta a planta em qualquer estadio e esta presente em todos os paises produtores
(Srinivas et al., 2019). Diferentes espécies de Fusarium spp. estdo associadas a cultura da batata
causando prejuizos no campo e durante o armazenamento (Tofoli et al., 2016).

A antracnose doenca causada por espécies de fungos do género Colletotrichum é
considerada uma das mais importantes e destrutivas doencas em solanéceas, afetando
principalmente as partes comercializaveis destas hortalicas, destruindo-as ou tornando-as

improprias para 0 mercado (Tofoli et al., 2015).

Doencas causadas por espécies de Colletotrichum em solanaceas

A antracnose, doenca causada por espécies do género Colletotrichum, é considerada
uma das mais importantes e destrutivas doengas das solanaceas. A doenca nos frutos se
caracteriza por apresentar lesdes geralmente circulares ou ovaladas, deprimidas, escuras,
umidas e concéntricas, quase sempre cobertas por uma massa de conidios rosados ou
alaranjados. Nas folhas, peciolos e caules, os sintomas sdo lesdes castanhas deprimidas e
irregulares, em alguns casos pode-se observar necroses nos bot6es florais, flores e seca de
frutos. As epidemias da doenca sé&o favorecidas por temperaturas que variam de 22 a 30 °C e
elevada umidade (Reis et al., 2009; Téfoli et al., 2015).


https://www.researchgate.net/profile/Alba-Suaste-Dzul?_tp=eyJjb250ZXh0Ijp7ImZpcnN0UGFnZSI6InB1YmxpY2F0aW9uIiwicGFnZSI6InB1YmxpY2F0aW9uIiwicHJldmlvdXNQYWdlIjoicHJvZmlsZSJ9fQ
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A antracnose em batata é conhecida como Potato black dot disease, causando sintomas
em folhas e afetando negativamente a aparéncia dos tubérculos, uma vez que causa a rejei¢do
pelos consumidores. Sendo um problema principalmente para as regides produtoras de clima
ameno, como o0 Reino Unido. Estima-se que em 2023, esta doencga causou prejuizos de cerca
de US$ 3,8 milhGes (Sanzo-Mird et al., 2023). Porém apesar de estar presente no Brasil, trata-
se de uma doenga secundéria, ndo causando grandes prejuizos ao cultivo.

Em berinjela a doenca afeta todos os 6rgaos aéreos da planta, porém, a sintomatologia
é observada principalmente nos frutos maduros e jovens, sendo os ramos e as folhas afetados
em menor intensidade. A doenca também pode ocasionar tombamento em mudas e plantulas
(Madeira, 1989).

Em frutos de tomate a doenca se inicia com pequenas pontuacdes de coloragdo marrom,
com o aumento das lesdes estas podem coalescer e formar uma area circular, deprimida e
extensa, de onde as massas de esporos serédo liberadas (Reis et al., 2009).

Apesar do jil6 ser considerado uma hortalica rdstica em relagdo a doengas, a antracnose
€ a mais importante e com ocorréncia em todas as areas de cultivo, os sintomas ocorrem
geralmente em pds-colheira em forma de leséo circular e de didmetro variavel (Pavan et al.,
2016) .

Figura 1-Frutos de A- berinjela, B- jild, C- tomate com sintomas de antracnose, causados por Colletotrichum spp.

Género Colletotrichum

O género Colletotrichum foi descrito por Corda (1831), pertence ao filo Ascomycota,
classe Sordariomycetes, ordem Glomerellales, familia Glomerellaceae. Possui micélio septado,
conidio unicelulares, hialinos, reproducdo assexuada. A colbnia pode apresentar diferentes
cores, pode ocorrer a presenca de esclerodios (Sutton, 1992; Weir et al.,2012).

Engloba um elevado numero de espécies com expressiva importancia econdmica,
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causando doengas em uma vasta gama de hospedeiros. Estando presente nas regides tropicais e
subtropicais, e algumas espécies atacam culturas de clima temperado (Cannon et al., 2012).

O género Colletotrichum ocupa o oitavo lugar em importancia econémica dentre 0s
fungos que atacam plantas em todo o mundo. Tal fato, se deve a que praticamente todas as
plantas cultivadas sdo atacadas por uma ou mais espécies de Colletotrichum, devido ao mesmo
possuir diferentes modos de colonizagéo e de parasitismo: biotrofia, hemibiotrofia, necrotrofia
e endofitismo (Dean et al., 2012).

Anteriormente a revisdo de Corda (1831), o género foi conhecido como Vermicularia
(Tode, 1790), nome dado a espécies que possuem conidios curvados. Corda (1837), definiu o
género Colletotrichum baseado na morfologia dos conidios. Caracteristicas como a estrutura e
forma da conidiomata, além da presenca ou auséncia de setas marginais, foram usadas para
distinguir espécies de Colletotrichum das de Vermicularia. Como resultado, muitas espécies
passaram a ser incluidas no género Colletotrichum (Duke, 1928).

Em 1957, cerca de 750 espécies eram reconhecidas como pertencentes ao género
Colletotrichum. Nesse mesmo ano foi proposto a unificagdo dos géneros Colletotrichum,
Vermicularia e Gloesporium por Von Arx, essa unificacdo foi proposta baseada em
caracteristicas morfologicas, 0 que reduziu o nimero de espécies a 11. Com a adoc¢do de um
sistema de chave de identificacdo baseado em caracteres morfoldgicos e patogénicos, 0 nimero
de espécies aceitas aumentou para 40 (Sutton, 1980; 1992).

Por muito tempo os caracteres morfoldgicos foram utilizados com principal ou Unica
forma para a identificacdo de espécies. A identificacdo era realizada pela combinacdo de
caracteristicas morfoldgicas, geogréficas e ecoldgicas, porém, a plasticidade gerada pelos
caracteres morfologicos que sdo utilizados na taxonomia convencional torna impossivel o
emprego desta como a Unica maneira para identificar e delimitar espécies de Colletotrichum
(Cai et al., 2009; Marin-Felix et al., 2017, Vieira et al., 2017).

A necessidade de utilizar critérios alem dos morfoldgicos para a identificagcdo e
classificagéo das espécies do género Colletotrichum tornou-se amplamente reconhecida. Entéo
em 1990, durante o primeiro International Workshop on Colletotrichum, realizado na
Universidade de Bath, no Reino Unido, essa questéo foi destacada e discutida por pesquisadores
das areas de taxonomia e biologia molecular (Cannon et al., 2012). Com o advento da biologia
molecular novas técnicas e ferramentas de identificacdo baseadas na comparacdo de acidos
nucleicos foram consideradas como Uteis para a resolugdo de problemas de delimitacdo de
espécies do género Colletotrichum (Bruns et al., 1991).

Os primeiros estudos empregando técnicas moleculares para o género foram conduzidos
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por Mills et al. (1992), tais estudos utilizaram a regido ITS (Internal Transcribed Spacer) para
diferenciacdo de espécies. Em 2002 foram publicados os primeiros estudos com anélise
multilécus empregando os genes TUB2 (B-tubulin) e HIS4 (Histone 4), uma vez que, 0 emprego
somente da regido ITS ja se mostrava insuficiente (Talhinhas et al., 2002).

Diversos estudos subsequentes foram publicados, abordando diferentes grupos de
regides génicas, com o objetivo de estabelecer metodologias mais robustas (Damm et al., 2009;
Phoulivong et al., 2010). Em 2009, uma revisdo baseada em critérios morfoldgicos e na
abordagem filogenética multilocus foi apresentada, culminando na identificacdo de 66 espécies
de Colletotrichum. Nesse contexto, enfatizou-se novamente a importancia do uso de métodos
moleculares para uma classificacdo mais precisa (Hyde et al., 2009).

Atualmente, sao reconhecidas aproximadamente 340 espécies e estas estao divididas em
20 complexos de espécies: Acutatum; Agaves; Bambusicola; Boninense; Caudatum; Coccodes;
Citri-medicae; Dematium; Dracaenophilum; Destructivum; Gigasporum; Gloeosporioides;
Graminicola, Magnum; Orbiculare;, Orchidearum; Spaethianum; Tibetense; Trichellum e
Truncatum (Talinhas & Baroncelli, 2023).

Para o género Colletotrichum, os complexos de espécies sdo definidos como os
principais clados bem suportados na arvore filogenética do género. Esses clados englobam
espécies filogeneticamente proximas, que nao podem ser diferenciadas com base em
caracteristicas fenotipicas, como o formato e tamanho de conidios e apressorios, taxa de
crescimento e coloracdo das colonias. Essas espécies, conhecidas como cripticas, compartilham
similaridades fenotipicas. Os complexos de espécies recebem sua denominagdo com base na
espécie mais conhecida ou na primeira descrita dentro do grupo (Vieira et al., 2020).

A diferenciacdo das espécies que estdo contidas nos diferentes complexos do género, é
feita através de filogenia multilocus (Marin-Felix et al, 2017). Nos ultimos anos, diversos
estudos tém sido conduzidos com o objetivo de identificar o conjunto ideal de marcadores
moleculares para a distingdo de espécies desse género (Cai et al., 2009; Vieira et al., 2017).

Vieira et al. (2020) apresentaram uma pesquisa que definiu os marcadores mais eficazes
para a delimitacdo de espécies em 13 complexos do género Colletotrichum, sendo os
marcadores utilizados para a filogenia multilocus:

Complexo C. acutatum — Act (Actina); CHS-1 (Quitina sintase); Gapdh (Gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase); HIS3 (Histona 3); nrITS (Espagadores Transcritos Internos de rDNA
nuclear) e TUB2 (B-tubulina);

Complexo C. boninense — Act; CAL (Calmodulina); CHS-1; HIS3; nrITS e Tub?2,;

Complexo C. destructivum — Act; CHS-1; Gapdh; HIS; nrITS e Tub2,;
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Complexo C. gloeosporioides — APN2 (DNA liase); APN2/MAT-IGS (espagador intergénico
entre DNA liase e o lécus de tipo de acasalamento (MATI-2-1); GAPDH; GS
(Glutaminasintetase) ¢ Tub2;

Complexo C. orchidearum — Act; CHS-1; Gapdh; HIS3; nrITS e Tub2;

Complexo C. truncatum — Act; Gapdh; nrITS e Tub2.

Atualmente ndo existem muitos estudos disponiveis quanto a identificagdo de espécies
de Colletotrichum associados a batata, tomate, berinjela e jilo. Os estudos conduzidos no Brasil
a respeito das espécies de Colletotrichum associadas a estas hortalicas sao baseados sobretudo
em caracteres morfoldgicos (tamanho e forma de conidios formato de apressorios, além de
carateristicas de crescimento micelial, como colorag¢do e taxa de crescimento em diferentes
temperaturas) e utilizando em alguns casos uma pequena quantidade de isolados (Alexandre et
al., 2014; Castilho et al, 2007; Madeira, 1989; Reis et al.,2009; Tofolli et al., 2015; Tozze-
Junior et al., 2006).

Os estudos moleculares sobre a etiologia de espécies de Colletotrichum causadoras de
antracnose em solandceas (pimenta, pimentdo e jilo) realizados por Bueno (2005) ndo
utilizaram de regides informativas para os complexos por eles encontrados (Acutatum,
Gloesporioides ¢ Coccodes), além da dualidade gerada pela ndo concordancia entre a analise
molecular e a morfoldgica. Os estudos realizados por Oliveira (2017), utilizando as regides
(GAPDH, ACT e TUB2) para elucidar a etiologia da antracnose em jilo, identificaram a espécie
C. tamarolloi, pertencente ao complexo C.acutatum em todos os isolados utilizados.

A nivel mundial Manova et al. (2022), utilizaram os genes ITS, Act, (EF-la),
Translation elongation factor-1 a , ¢ Tub2. Para a determinar a etiologia das espécies de
Colletotrichum causadoras de antracnose em batata, tomate, berinjela e pimentas e pimentdes
na Bulgaria. Identificaram as espécies (C. nymphaeae, C. godetiae e C. salicis) pertencentes
ao complexo C.acutatum, a espécie C. cigarro, pertencente ao complexo Gloesporioides foi
identificada, todas as espécies referidas foram identificadas em frutos de tomate, pimenta e
pimentdes. As espécies C. nigrum e C. coccodes pertencententes ao complexo Coccodes
também foram identificadas, sendo a espécie C. nigrum em frutos, e C.coccodes em tubérculos
de batata.

As espécies anteriormente relatadas em solaniceas, pertencem aos complexos: C.
acutatum sensu lato; C. boninense sensu lato; C. destructivum sensu lato; C. gloeosporioides
sensu lato ;C. orchidearum sensu lato; C. truncatum sensu lato, espécies relatadas associadas
as Solanaceas sdo: C. salicis;, C. simmondsii; C. tamarilloi; C. boninense; C. torulosum; C.

destructivum, C. gloeosporioides; C. plurivorum; C. coccodes, C. nigrum; C. fioriniae; C.
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johnstonii; e C. nymphaeae (Chechi et al.,, 2019; Damm et al., 2012a; Damm et al., 2012b;
Damm et al., 2014; Damm et al., 2019; Jayawardena et al., 2016; Jayawardena et al., 2021).
Os estudos referidos anteriormente utilizaram-se somente de caracteres morfologicos
para a determinacdo das espécies de Colletotrichum causadoras de antracnose em Solanum,
uma pequena quantidade de isolados e com pouca abrangéncia geografica, ou os marcadores
utilizados nédo sao informativos, como os recomendados por Viera et al. (2020). Evidenciando
assim a necessidade da identificacdo das espécies de Colletotrichum causadoras de antracnose
em batata, jild, tomate e berinjela para que se possa ter mais informacgdes quanto a diversidade

de espécies presentes nestes hospedeiros.

Diversidade genética em espécies de Colletotrichum

O polimorfismo genético varia entre as espécies e dentro das espécies e tem implicagdes
importantes para a evolucdo e conservacdo das mesmas (Ellegren & Galtier, 2016). Os
individuos de uma determinada espécie ndo sdao idénticos geneticamente. As sequencias de
DNA podem diferir e essa diferenga constitui a diversidade genética ou polimorfismo genético
da espécie. O polimorfismo também varia entre os loci e cromossomos de plantas, animais e
fungos (Doniger ef al., 2008; Ellegren & Galtier, 2016). Segundo Silva et al. (2020), diversos
mecanismos podem desempenhar importante papel na diversidade: heterocariose, ciclo
parassexual, ciclo sexual, atividade do elemento transponivel e mutagdes pontuais.

Diferentes técnicas moleculares vém sendo empregadas para estudar a diversidade
interespecifica (entre espécies) e intraespecifica (dentro da mesma espécie) do género
Colletotrichum (Silva et al., 2019; Vila Nova et al., 2011). As técnicas baseadas em regides
repetitivas do genoma conhecidas como rep-PCR, que consiste na amplificacdo via PCR
(Polymerase Chain Reaction) e analise das sequencias REP (Repetitive Extragenic Palindromic
Sequences), ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus Sequences) ¢ BOX
(elementos BOX), foram inicialmente utilizadas para avaliar a diversidade genética existente
em organismos procariotos (Versalovic et al.,1994). No entanto, quando utilizadas para fungos
mostraram-se eficientes para o agrupamento e diferenciagcdo de isolados baseados no perfil de
bandas apresentados por cada individuo/isolado (Jedryczka et al., 1999). Essas técnicas foram
previamente utilizadas com sucesso na diferenciac¢do de isolados de Colletotrichum (Karimi et
al., 2019; Mehta & Mehta, 2009; Patricia et al.,, 2021). Em alguns casos apenas uma regiao

repetitiva apresenta informagdes discriminatorias permitindo assim que ocorra a diferenciagdo
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eficiente de espécies. Estudos de comparagao entre as técnicas concluiram que a ERIC-PCR
apresenta melhores resultados que a REP-PCR (Kim et al., 2003; Rasschaert et al., 2005). As
sequéncias do ERIC possuem tamanhos em torno de 126 pb com uma repeti¢ao invertida central
altamente conservada. Esta situado em regides transcritas nao codantes (Waturangi et al., 2012).
A técnica de ERIC-PCR para Colletotrichum, permite a maior € melhor separagdo dos isolados
com base nos perfis de banda que se formam, sendo util também quando se tem um nimero
grande de isolados, auxiliando assim na sele¢do e triagem de quais serdo utilizados nas demais
analises com base nos perfis de bandas apresentados (Silva et al., 2019).

Mediante a pouca informagao existente a respeito das espécies de Colletotrichum que
causam antracnose em (tomate, jilo, batata e berinjela), e aos estudos anteriormente realizados
em sua maioria terem utilizados somente dos caracteres fenotipicos ou nao terem utilizados de
marcadores informativos para a taxonomia das espécies do género Colletotrichum. Além de em
alguns casos possuirem uma baixa amostragem tanto em nimero de isolados, como em regides
geograficas. O presente estudo busca identificar quais as espécies de Colletotrichum que
causadoras de antracnose nas solanaceas (tomate, jilo, batata e berinjela), através de filogenia
multilécus, mensurar a variabilidade intraespecifica de Colletotrichum tamarillloi obtidos em
frutos de jil6 e berinjela em diferentes estados brasileiros através de ERIC- PCR e mensurar a

patogenicidade dos isolados em plantulas de berinjela e frutos jilo e tomate.
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RESUMO

O género Colletotrichum € considerado um dos dez géneros de fungos fitopatogénicos mais
importantes do mundo, causando antracnose em diversas espéecies de plantas. Espécies deste
género incluem importantes patdgenos, causadores de antracnose em hortalicas da familia
Solanaceae, 0s quais provocam grandes prejuizos aos produtores destas hortalicas. Ha poucos
trabalhos no Brasil, tentando identificar as espécies pelo uso de ferramentas moleculares. Este
trabalho objetivou a identificacdo de isolados de Colletotrichum de hortalicas solanaceas,
através de filogenia de sequéncias de DNA., utlizando a analise concatenada do marcadores
Gapdh e Tub2. Foram identificadas espécies em quatro complexos (Acutatum, Truncatum,
Gloeosporioides e Coccodes). A maioria dos isolados, utilizados no teste de patogenicidade em
frutos de jilé e tomate e em plantulas de berinjela, foi capaz de causar doenca, variando o na
agressividade. Estes resultados evidenciam a alta diversidade de espécies de Colletotrichum em
solandceas no Brasil e a necessidade de medidas de manejo adequadas para controle da

antracnose.

Palavras-chave: Jilg, Berinjela, Tomate, Batata, Antrachose
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ABSTRACT

The genus Colletotrichum is considered one of the ten most important genera of
phytopathogenic fungi in the world, causing anthracnose in several plant species. Species of
this genus include important pathogens that cause anthracnose in vegetables of the Solanaceae
family, which cause great losses to the producers of these vegetables. There are few studies in
Brazil attempting to identify the species using molecular tools. This study aimed to identify
Colletotrichum isolates from solanaceous vegetables through DNA sequence phylogeny, using
concatenated analysis of the Gapdh and Tub2 markers. Species were identified in four
complexes (Acutatum, Truncatum, Gloeosporioides and Coccodes). Most of the isolates used
in the pathogenicity test on scarlet eggplant and tomato fruits, and in eggplant seedlings were
able to cause disease, varying in aggressivity. These results demonstrate the high diversity of
Colletotrichum species in Solanaceae in Brazil and the need for appropriate management

measures to control anthracnose.

Key words: Scarlet eggplant, Eggplant, Tomato, Potato, Anthracnose
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INTRODUCAO

A olericultura é o ramo da horticultura que esta voltado para a producdo de
hortalicas, principalmente as que estdo relacionadas a alimentacdo humana. Trata-se de
uma atividade econdmica importante, gerando empregos e renda. Segundo a Conab
(2024), a comercializagao de frutas e hortalicas gerou em 2023 o montante de R$ 66,7
bilhdes.

Dentre as olericolas mais consumidas e comercializadas estdo as pertencentes a
familia Solanaceae, como a batata (Solanum tuberosum), o tomate (Solanum
lycopersicum), a berinjela (Solanum melongena), o jilé (Solanum aethiopicum var. gilo),
as pimentas e os pimentdes (Capsicum spp.), estas espécies possuem grande valor
agrondmico e alimentar (Echeverria- Londofio et al., 2020; Soares-Mota, 2010;
Zamberlan, 2012).

Ressalta-se que o sucesso no cultivo de hortalicas dessa familia pode ser
comprometido por diversos fatores, dentre estes fatores destacam-se as doencas, devido
ao elevado nimero de patégenos (bactérias, nematoides, virus, oomicetos e fungos) que
impactam diretamente tanto a produtividade quanto a qualidade dos frutos, afetando o
rendimento e a viabilidade econémica.

A antracnose, doenca causada por espécies de fungos do género Colletotrichum,
é considerada uma das mais importantes e destrutivas doencas em solanaceas, afetando
principalmente as partes comercializaveis destas hortalicas, destruindo-as ou tornando-as
improprias para o mercado. A sintomatologia nos frutos, manifesta-se por meio de lesdes
geralmente circulares ou ovaladas, deprimidas, escuras, Umidas e concéntricas,
frequentemente cobertas por uma massa de conidios de coloracdo rosada ou alaranjada.
Ja nas folhas, peciolos, caules e tubérculos, os sintomas incluem lesbes castanhas,
deprimidas e irregulares. Em alguns casos, pode ocorrer necroses em botdes florais, flores
e até o ressecamento dos frutos. A ocorréncia de epidemias é favorecida por condicdes de
elevada umidade e temperaturas entre 22 °C e 30 °C (Reis et al., 2009; Tofoli et al., 2015).

O género Colletotrichum possui distribuicao global e estdo incluidas no género
espécies patogénicas e nao-patogénicas e endofiticas (Cannon et al., 2012; Hyde et al.,
2009; Prihastuti et al., 2009). Atualmente, sdo reconhecidas aproximadamente 340
espécies e estas estdo divididas em 20 complexos de espécies: Acutatum; Agaves;
Bambusicola;  Boninense; Caudatum; Coccodes; Citri-medicae;  Dematium;

Dracaenophilum; Destructivum; Gigasporum; Gloeosporioides; Graminicola; Magnum,
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Orbiculare; Orchidearum; Spaethianum; Tibetense; Trichellum e Truncatum (Talinhas &
Baroncelli, 2023).

Inicialmente, a identificacdo de espécies baseava-se exclusivamente em
caracteristicas morfologicas (Duke, 1928; Hyde et al., 2009; Cai et al., 2009).
Posteriormente, critérios como gama de hospedeiros e patogenicidade foram
incorporados (Sutton, 1980; 1992). No entanto, essas abordagens mostraram-se limitadas,
levando ao desenvolvimento de novas metodologias para a identificacdo, caracterizacéo
e delimitacdo de espécies no género. Uma abordagem polifasica foi entdo proposta,
integrando diferentes tipos de dados — moleculares, morfologicos, fisioldgicos,
patogénicos e ambientais — para uma identificacdo mais precisa (Cai et al., 2009). Entre
essas metodologias, a filogenia multilécus tornou-se o padrdo, gerando inumeros estudos
sobre a eficiéncia de diferentes marcadores para a identificacao de espécies.

A caracterizacdo e identificacdo do agente etiolégico de uma doenca sdo
fundamentais para o manejo eficaz. No Brasil, 0s estudos realizados anteriormente a
respeito das espécies de Colletotrichum causadoras de antracnose em batata, jilo,
berinjela e tomate, atribuiram as espécies C. acutatum, C. coccodes e C. gloesporoides
como causadoras da doenca (Castilho et al., 2007; Madeira, 1989; Reis et al.,2009;
Tofolli et al., 2015; Tozze-Junior et al., 2006).

Os estudos referidos anteriormente utilizaram-se somente de caracteres
morfologicos para a determinacdo das espécies de Colletotrichum causadoras de
antracnose em Solanum spp., uma pequena quantidade de isolados e com pouca
abrangéncia geografica, ou os marcadores utilizados ndo sdo informativos, como o0s
recomendados por Viera et al. (2020). Evidenciando assim a necessidade da identificacdo
das espécies de Colletotrichum causadoras de antracnose em batata, jilo, tomate e
berinjela para que se possa ter mais informaces quanto a diversidade de espécies
presentes nestes hospedeiros.

Dessa forma, torna-se essencial realizar investigacdes utilizando marcadores
moleculares mais avancados para identificar de forma precisa as especies de
Colletotrichum associadas a batata, tomate, berinjela e jil6. O presente estudo tem como
objetivos: (i) identificar as espécies de Colletotrichum associadas a antracnose em batata,
Jilo, tomate e berinjela oriundas de diferentes estados brasileiros ; (ii) avaliar a prevaléncia
dessas espécies; e (iii) comparar a agressividade das espécies em plantulas de berinjela e

frutos de jil6 e tomate.

MATERIAL E METODOS



70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99

100

101

102

103

104

36

Obtencéo dos isolados

Frutos, tubérculos, folhas e caules sintomaticos de batata, berinjela, tomate e jilo
foram coletados em campos de cultivos e/ou centro de abastecimentos (CEASA) nas
regides, norte, nordeste, centro-oeste e sudeste do Brasil. O isolamento dos fungos foi
feito de modo direto. Para isso, as massas de conidios, produzidas nas lesdes, foram
transferidas para uma extremidade de placas de Petri, que continham meio de cultivo
Batata Dextrose Agar -BDA acrescido de estreptomicina (50 uL/ L). Em seguida, com
ajuda de uma alca de platina, os esporos foram espalhados (diluidos) em trés sentidos
contrarios, de modo semelhante ao que se faz para obter coldnias puras de bactérias. Apds
24 a 48 horas de incubacdo, coldnias isoladas (monospéricas) foram transferidas para
placas de Petri, contendo BDA (Costa et al., 2022). Quando ndo havia esporulagdo nas
lesbes, os orgdos infectados foram mantidos em cadmara umida por 48 horas, antes de
proceder ao isolamento direto. Coldnias com caracteristicas fenotipicas semelhantes a
Colletotrichum (Sutton 1980) foram cultivadas em cultura pura. Os isolados foram
preservados em tubos criogénicos com &gua destilada esterilizada (Figueiredo, 1967),
codificados e depositados na Colecdo de fungos da Empresa Brasileira de Pesquisa

Agropecuéria- Embrapa Hortalicas.

Extracdo de DNA, amplificacdo via Reacdo da Polimerase em cadeia (PCR) e

sequenciamento

Os isolados de Colletotrichum foram cultivados em BDA por sete dias, a 25 + 2
°C e fotoperiodo de 12 horas. Ap0s este periodo extraiu-se 0 DNA do micélio produzido.
Os micélios foram raspados das culturas e o DNA gendmico extraido usando CTAB
(brometo de cetiltrimetilamonio) descrito por Doyle & Doyle(1990) com algumas
modificagdes, pelo uso de solventes organicos. Os produtos da extracdo foram analisados
em eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampdao Tris/Borato/EDT A — TBE 0,5 X
(TBE). A eletroforese foi conduzida a 100 V por aproximadamente uma hora, para
verificar a qualidade. O protocolo das amplificacGes para todos os primers foi o descrito
por Damm et al. (2019). Os primers utilizados para todas as reacdes de PCR estdo
descritos na Tab 1. O volume final das rea¢des de PCR foi de 40 pL, sendo 23,96 pL de
agua MiliQ, 4,0 pL de tampéo 10X (100 mM Tris-HCI, 500 mM KClI, pH 8.3), 4,0 pL de
dNTP (2,5 M cada), 2,4 pL de MgCl> (MgCl2> 50 mM), 1,0 pL de cada primer, 0,64 pL
de Tag DNA polimerase (5 u/l) e 3,0 uL de DNA genémico. Em seguida as amostras
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foram purificadas utilizando o Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega,
Madison, EUA). As purificagdes foram quantificadas no Nano Drop One® (Thermo
Scientific, Massachusetts, EUA) e enviadas para a plataforma de Sequenciamento do
Laboratorio da ACTGENE (Rio Grande do Sul, Brasil).

Tabela 1- Primers utilizados, regides gendmicas alvo e referéncias.

Locus Nome Primer Direcdo  Sequéncia 5°-3’ Referéncia

Gapdh Gliceraldeido- GDF-1 F GCCGTCAACG CCCCTTCATTGA Templeton et al. (1992)
3-fosfato-
desidrogenase
GDR-1 R GGGTGGAGTCGTACTTGAGCATGT  Templeton et al. (1992)

Tub2 Betatubulina T1 R AACATGCGTGAGATTGTAAGT O’Donnell & Cigelnik (1997)
Bt2b ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC Glass & Donaldson (1995)

Tn

Analises filogenéticas

As sequéncias consenso foram montadas a partir da juncdo das fitas Foward e
Reverse, utilizando o pacote Staden (Staden, 1998). Inicialmente com as sequencias
obtidas pelo gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase-GAPDH, realizou-se a comparagao
das sequéncias existentes no banco de dados National Center for Biotechnology
Information -NCBI, com o emprego da ferramenta Basic Local Alignment Search Tool-
BLAST, para verificar a qual complexo cada isolado pertencia. Em seguida, com as
sequencias parciais do GAPDH, identificou-se os haplétipos utilizando o DnaSP 6.0
(Rozas et al, 2017).

Posteriormente selecionou-se um isolado representativo de cada haplotipo e
amplificou-se 0 DNA da regido da Betatubulina. As multiplas sequéncias para cada gene
individual foram alinhadas via MAFFT versdo 7 com o método de refinamento iterativo
G-INS-i (Katoh et al., 2013). Para a conversdo para o formato nexus utilizou-se o
SequenceMatrix 1.8 (Vaidya et al., 2011). As analises filogenéticas foram realizadas pelo
método de Verossimilhanga (ML) para os loci individuais e concatenados. As anélises

foram feitas usando o Igtree (Trifinopoulos et al., 2016).

Prevaléncia de espécies de Colletotrichum

A prevaléncia de espécies de Colletotrichum em isolados de Solanum foi
estabelecida usando a seguinte equacao: P (%) = (Nx / Nt) x 100, onde P = prevaléncia,


https://www.promega.com.br/products/nucleic-acid-extraction/genomic-dna/wizard-genomic-dna-purification-kit/
https://www.promega.com.br/products/nucleic-acid-extraction/genomic-dna/wizard-genomic-dna-purification-kit/
https://www.promega.com.br/products/nucleic-acid-extraction/genomic-dna/wizard-genomic-dna-purification-kit/
https://www.promega.com.br/products/nucleic-acid-extraction/genomic-dna/wizard-genomic-dna-purification-kit/
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Nx = ndmero de isolado da mesma espécie e Nt = nimero total de isolados.

Testes de patogenicidade

Os testes de patogenicidade foram realizados em frutos de jil6 e tomate e em
plantulas de berinjela. Isolados representativos foram selecionados para serem testados
quanto a patogenicidade. Os isolados foram cultivados em meio BDA, pelo periodo de
sete dias, em incubadora do tipo BOD sob a temperatura de 25°C + 2 e fotoperiodo de 12

horas.

Preparo de inoculo para a inocula¢éo em plantulas e frutos

Ap0s os sete dias de crescimento adicionou-se a cada placa, contendo crescimento
fangico, 20 mL de &gua destilada e esterilizada. A superficie da coldnia foi raspada com
uma alca de Drigalski, em seguida realizou a dupla filtragem da suspensdo de conidios
com gaze esterilizada. Utilizou-se em seguida a cAmara de contagem do tipo Neubauer,
para estimar a concentracdo de esporos na suspensao. Apos isto, ajustou-se a suspensao
para a concentracdo 10° conidios x ml, para a inoculacdo em plantulas, e 2x10° conidios/
ml, para inoculagdo nos frutos.

Foram utilizados para os testes em plantulas os isolados C15, Coll 1692, Coll
1787, Coll 1690 e para os frutos acrescentou-se a estes os isolados Coll 1604, Coll 690
e Coll 1640, Coll 561, Coll 705, Coll 1785 e Tomate ind. Fruto (Quadro 1).

Isolado Espécie Hospedeiro
C15 C.truncatum Berinjela
Coll 1692 C.nymphaeae Berinjela
Coll 1787 C.acutatum Berinjela
Coll 1690 C.theobromicola Berinjela
Coll 690 C.acutatum Jilo
Coll 992 C.coccodes Jilo
Coll 1670 C.sp Jilo
Coll 1640 C.sp Jilé
Coll 561 C.tamarilloi Tomate
Coll 705 C.nigrum Tomate
Coll 1785 C. truncatum Tomate
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Tomate ind. Fruto C.truncatum Tomate

Quadro 1 — Isolados utilizados nos testes de patogenicidade e respectivos hospedeiros.

Teste de patogenicidade em plantulas de berinjela, e em frutos de tomate e jild

Foram utilizadas quatro cultivares de berinjela CNPH 06, CNPH 791, Ciga (F1) e
Cica (populacao segregante F2), estas foram semeadas em bandejas e a inoculagdo
ocorreu aos 14 dias apds as plantulas possuirem a primeira folha verdadeira
completamente formada ou em formacdo, ou seja, aos 29 dias apos a semeadura. As
plantulas foram pulverizadas com a suspensdo de conidios até que houvesse o
escorrimento da mesma. E em seguida mantidas em cdmara umida pelo periodo de 24
horas. As avaliagdes ocorreram aos quatro e sete dias ap6s a inoculagdo com auxilio de

uma escala diagramatica (Fig 1) elaborada por Madeira (1989).

-

Fig 1- Escala para a avaliacdo de 4rea necrosada em cotilédones de berinjela. Area necrosada (AN) de
cotilédones de berinjela, onde 1 =0 % (AN); 2 = 1% (AN); 3 =2% (AN), 4 = 5% (AN); 5=10 % (AN); 6
=25% (AN); 7 = acima de 60% (AN).

€ 2 3 4 J 5
|

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado sendo:
quatro isolados de Colletotrichum x quatro cultivares e 15 repeti¢des, acrescida da
testemunha (plantas tratadas somente com 4gua destilada e esterilizada).

Os frutos de jilo (Cv. ‘Verde Claro’) e tomate (tipo Italiano) foram obtidos no
Ceasa — Distrito Federal. Os frutos de jil6 estavam verdes e os de tomate em inicio da
maturacao. Estes foram levados ao Laboratdrio de Fitopatologia da Embrapa- Hortaligas.
Inicialmente, os frutos foram selecionados, quanto a uniformidade de tamanho e cor. Em
seeguida, foram lavados em 4gua corrente, desinfestados com a solu¢cdo NaOCl a 0,5 %
por trés minutos e posteriormente enxaguados em agua destilada por duas vezes. Os frutos
desinfestados foram depositados em bandejas plasticas, feridos com auxilio de uma
agulha de metal de 1,25 mm e sobre este ferimento depositou-se, com auxilio de uma

pipeta, 15 pL da suspensdo de conidios. Os frutos inoculados foram mantidos em camara
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umida pelo periodo de 24 horas. Realizou-se a medicao do didmetro da lesdo a cada 24
horas com o auxilio de um paquimetro eletronico (em dois sentidos ortogonais ) e a
incidéncia foi mensurada ao sétimo dia ap6s a inoculagdo. O experimento foi conduzido
em delineamento inteiramente casualizado sendo: dez isolados de Colletotrichum x uma
cultivar e dez (10) repetigdes acrescidas da testemunha onde a inoculagdo foi realizada

com ferimento e a deposi¢do de 15 pL de 4gua destilada.

Analise estatistica

Os diametros das lesdes dos frutos de tomate e jilo foram submetidos a ANOVA
e posteriormente ao teste de Tukey pelo programa SISVAR (Ferreira, 2011) com a
significancia de p= 0,05.

As plantulas de berinjela foram avaliadas com auxilio de escala diagramatica
(Figura 1) e posteriormente obteve-se o indice de doenca, de acordo com McKinney
(1923).

(f *v)

X1
(n %) 00

ID(%)=2.

Onde: ID = indice de doenga; f = nimero de cotilédones que apresentam determinada
nota, v = grau de infec¢do; n = numero total de cotilédones avaliados e x = grau maximo

de infec¢do determinado pela escala.
RESULTADO
Obtencio de Isolados

No total foram obtidos 77 isolados de Colletotrichum a partir de lesdes tipicas em
batata, tomate, jilo e berinjela: foram coletados 54 isolados na regido Centro-oeste (38
Distrito Federal e 16 de Goiés), 13 isolados na regido sudeste (9 de Minas Gerais, 3 do
Rio de Janeiro e 1 do Espirito Santo), 9 isolados da regido nordeste ( 8 de Pernambuco e
1 do Ceard) e 1 isolado da regido norte (Rondonia).

Analises filogenéticas

A analise filogenética das sequénciad de Gadph, os isolados se agruparam em 4
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221  complexos de espécies (Acutatum, Coccodes, Truncatum e Gloesporioides ). Sendo
222 assim, realizou-se a analise concatenada utilizando sequéncias das regides Gapdh e Tub2
223 para os complexos Acutatum, Coccodes e Truncatum Fig 2, Fig 3 e Fig 4,

224 respectivamente.
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Figu 2- Arvore de maxima verossimilhanca de isolados do complexo Colletotrichum acutatum com base
nas sequéncias de dois genes (Gapdh e Tub2). As relagdes filogenéticas sdo comparadas aos demais
membros do complexo. Colletotrichum orcidophilum foi utilizado como outgroup. Os isolados deste estudo
estdo destacados em negrito.
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Colletotrichum tanaceti CBS132693T

0.02

Figura 3- Arvore de maxima verossimilhanca de isolados do complexo Colletotrichum coccodes com base
nas sequéncias de dois genes (Gapdh e Tub2). As relagdes filogenéticas sdo comparadas aos demais
membros do complexo. Colletotrichum tanaceti foi utilizado como outgroup. Os isolados deste estudo
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Colletotrichum truncatum

Figura 4- Arvore de maxima verossimilhanca de isolados do complexo Colletotrichum truncatum com
base nas sequéncias de dois genes (Gapdh e Tub2). As relagdes filogenéticas sdo comparadas aos demais
membros do complexo. Colletotrichum arxii foi utilizado como outgroup. Os isolados deste estudo estdo
destacados em negrito.

Para o complexo Gloesporioides a filogenia foi feita baseada apenas em sequencias do

gene Gapdh,(Fig 5), pois o sequenciamento de outras regides gendmicas nao foi bem-

sucedido, gerando sequencias de ma qualidade, as quais ndo puderam ser usadas nas

analises filogenéticas. Tab2.
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Figura 5 Arvore de maxima verossimilhanga de isolados do complexo Colletotrichum gloesporoides com
base nas sequéncias de dois genes (Gapdh e Tub2). As relagGes filogenéticas sdo comparadas aos demais
membros do complexo. Colletotrichum opyrifoliae foi utilizado como outgroup. Os isolados deste estudo

estdo destacados em negrito.

Tab2 — Isolados de espécies de Colletotrichum em espécies de Solanaceae, hospedeiras originais, 6rgao

afetado, local de coleta e espécie identificada na amostra.

Isolado Hospedeira Orgéo Localidade Espécie de
original afetado Colletotrichum

33 (Coll 705) Tomate Fruto Luziania-GO C. nigrum

Coll 1015 Tomate Fruto Gama-DF C. nigrum

Coll 992 Jilo Fruto Samambaia-DF C. coccodes

103 (Coll 1640)  Jil6 Folha Novo Gama-GO C.sp

C65 (Coll 1689)  Berinjela Caule Brazlandia-DF C.siamense



C51 (Coll 1695)
177 (Coll 1524)
Coll 1624

C9 (Coll 1673)
C27 (Coll 1687)
C68 (Coll 1690)
C69 (Coll 1693)
118(Coll MG-
12)

C49 (Coll 1708)
C63 (Coll 1694)
130 (1785)

123 (C15)

116 (Coll 1611)
137 (Coll 1662)
Coll 54

164 (Coll 1672)
56(4SJ)

Coll 1628

Coll 1644

Coll 1584

C52 (Coll 1692)
C60 (1711)
C50 (Coll 1688)
C31 (Coll 1681)
C71 (Coll 1687)
Coll 1661

168 (Coll 670)
182 (Coll
tomate)

133 (Coll 1663)
124 (C345)

95 (Coll 1689)
96 (Coll 276)
174 (Coll 1671)
Coll 682

C16 (Coll 1680)
D1

136 (MG 25)
419 (Coll 1746)
C54 (Coll 1710)
Coll 1661

Coll 1615

152 (Coll 1640)
117 (Coll 690)
Coll1606

15 (Coll 04)
145

155 (Coll 1787)
C347

Coll 06

Coll 1622

Coll 1626

Coll 560

Jilo1ll

8SJ

109 (Coll 1644)

Berinjela
Tomate
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Tomate
Berinjela
Berinjela
Berinjela
Jilo

Berinjela
Berinjela
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Berinjela
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Tomate
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Tomate
Berinjela
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Berinjela
Berinjela
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Tomate

Jilo
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Berinjela
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Tomate
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Fruto
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Fruto
Fruto
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Fruto
Fruto
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Fruto
Fruto
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Fruto
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Fruto
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Fruto
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Gama-DF
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Novo Gama-GO
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112 (Coll 1628)  Jilo6 Fruto Formosa-GO C. tamarilloi
C991 Jilo Fruto Samambaia-DF C. tamarilloi
Coll 1629 Jilo Fruto Formosa-GO C. tamarilloi
299 Jilé Fruto S&o Joaquim de Bicas-MG  C. tamarilloi
635 (Coll 1497)  Jilé Fruto Cha Grande-PE C. tamarilloi
172 (Coll 670) Jilo Fruto Ceilandia-DF C. tamarilloi
98 (Coll 1640) Jilo Fruto Brazlandia—DF C. tamarilloi
167 (Coll 1584)  Jil6 Fruto Raul Soares—-MG C. tamarilloi
159 (Coll 1661)  Jil6 Fruto Brasilia-DF C. tamarilloi
165 (MG28) Jilo Fruto Raul Soares—MG C. tamarilloi
175(Coll 1614)  Jil6 Fruto Brasilia—DF C. tamarilloi
122 (Jil62) Jilé Fruto Recife-PE C. tamarilloi
94 (c346) Jilo Fruto Bom Jardim-RJ C. tamarilloi
157 (Coll 301) Jilo Fruto Séo Gabriel-GO C. tamarilloi
166 (Coll 956) Jilé Fruto Ceilandia-DF C. tamarilloi
156 (Coll 265) Jilo Fruto Cascalho Rico-MG C. tamarilloi
C30 (Coll 776) Jilo Fruto Inhapim-MG C. tamarilloi
Coll 561 Jilo Fruto Planaltina—DF C. tamarilloi

Prevaléncia de espécies de Colletotrichum

As espécies identificadas apresentam diferentes prevaléncias, sendo C. tamarilloi
a mais prevalente com (51,95 %), seguida de C. acutatum (7,79%), C. theobromicola
(5,19%), C. siamense (3,90%) C. nigrum (2,6 %) e C. coccodes, C. scovillei e C.
crysophilum (1,30%). Para berinjela e tomate a espécie que apresentou maior prevaléncia
foi C. truncatum (28,58% e 40%) respectivamente. P, para batata C. acutatum (100%) e
jilé C. tamarilloi (76,74%).

Teste de patogenicidade em plantulas de berinjela, frutos de tomate e jild

Todos os isolados testados em plantulas de berinjela foram capazes de causar
antracnose em uma ou mais cultivares testadas. Exceto em CNPH 006, pois a mesma
apresenta resisténcia aos isolados testados (Tab 3). Para os testes em frutos de tomate
observou-se que todos os isolados foram capazes de causar antracnose em diferentes
intensidades, os isolados utilizados nos testes de patogenicidade foram capazes de causar
antracnose nos frutos de tomate sendo possivel observar em todos os tratamentos a
formagao de lesdo necroética circular com a coloracdo marrom-escura € a presencga de
tecido deprimido no centro destas lesdes, onde foi produzida uma massa conidial, sendo
o isolado Coll 1785 da espécie C. truncatum o mais agressivo (Tab4), nos frutos de jild
observou-se que somente trés isolados testados foram capazes de causar doenga e o
isolado Coll 992 identificado como C. coccodes o mais agressivo (Tab 5). Nenhum

sintoma foi observado nas testemunhas utilizadas. Como ilustrado nas Fig 6 e 7.
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Tab 3-Severidade da antracnose (indice de doenca), causada por isolados de Colletrotrichum em plantulas
de berinjela aos quinze dias apds inoculagdo.

Isolado Cultivar Indice (%)
Cl15s Ciga (F2) 65
Coll 1787 Cica (F2) 94
Coll 1690 Cica (F2) 14
Coll 1692 Ciga (F2) 25
Testemunha Ciga (F2) 0
C15 Cica (F1) 22
Coll 1787 Ciga (F1) 47
Coll 1690 Ciga (F1) 20
Coll 1692 Ciga (F1) 0
Testemunha Cica (F1) 0
Cl15 CNPH 06 0
Coll 1787 CNPH 06 0
Coll 1690 CNPH 06 0
Coll 1692 CNPH 06 0
Testemunha CNPH 06 0
Cl15 CNPH 791 62
Coll 1787 CNPH 791 95
Coll 1690 CNPH 791 24
Coll 1692 CNPH 791 13
Testemunha CNPH 791 0

Tab 4- Diametro médio de lesdes em frutos de tomate, causadas por isolados de Colletotrichum, aos seis
dias ap6s inoculagéo.

Isolado Diametro médio Diametro
(mm)* médio (mm)**

Testemunha Oa Oa

Coll 561 12,11 a 3,75b
Coll 705 16,55 a 4,13 bc
Tomat ind.fruto 16,65 a 4,18 bc
Coll 1785 24,97 a 4,97d
CV (%) 43,01 19,30

Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (0,05 de
probabilidade). *Dados ndo transformados, ** Dados transformados aplicando Raiz quadrada de Y + 1.0-
SQRT (Y +1.0).

Tab 5- Didmetro médio de lesdes em frutos de jilo, causadas por isolados de Colletotrichum, seis dias
apo6s inoculagdo.

Isolado Diametro médio Diametro
(mm)* médio (mm)**
Testemunha Oa Oa
Coll 1670 Oa Oa
C15 Oa Oa
Coll 1640 Oa Oa
Coll 1690 16,44b 4,02b
Coll 1787 24,65¢c 4,93c

Coll 992 26,19c 5,11c
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CV (%) 2714 12,20 303

Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (0,05 de
probabilidade).*Dados néo transformados, ** Dados transformados aplicando Raiz quadrada - SQRT (Y).

m S

Coll 705

Fig 6- Antracnose em frutos de tomate aos seis dias apos inoculagdo com isolados de Colletotrichum da
Colecdo Micoldgica do CNPH-Embrapa Hortaligas.

Fig7- Antracnose em frutos de jiloeiro aos sete dias apds inoculagdo com isolados de
Colletotrichum da Colecao Micologica do CNPH-Embrapa Hortaligas.

Discussao

Este estudo relata a presenga de quatro complexos distintos de Colletotrichum

(Acutatum, Truncatum, Coccodes e Gloesporioides) associados a antracnose em batata,

tomate, jilo e berinjela no Brasil. Foram identificadas 10 espécies distintas, distribuidas
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da seguinte forma: no complexo Acutatum foram identificadas as espécies C. acutatum,
C. nymphaeae, C. scovillei e C.tamarilloi; no complexo Coccodes foram identificasdas
as espécies C.coccodes e C. nigrum; no complexo Truncatum somente a espécie C.
truncatum e no complexo Gloesporioides as espécies C. siamense, C. crysophilum e C.
theobromicola. Isto evidencia uma alta diversidade de espécies de Colletotrichum
associadas as olericolas do género Solanum. Essa diversidade pode estar diretamente
relacionada ao clima tropical, uma vez que um dos principais centros de origem e
diversidade do género Solanum ¢ a América do Sul. Outros estudos evidenciam esta
correlagdo entre o clima tropical presente no Brasil e a diversidade de espécies de
Colletotrichum em diversas hospediras (Lima et al., 2013, Lopes et al., 2021; Veloso et
al., 2021;Vieira et al., 2014,2017).

Estudos anteriores relataram as espécies C. gloesporioides, C. acutatum,
C.dematium e C.coccodes como agentes causais da antracnose em tomate, C.
gloesporioides ¢ C.coccodes como responsaveis pela doenga em berinjela, C.acutatum,
C. tamarilloi ¢ C. gloesporioides em jiloeiros. Vale ressaltar que apesar de muito
importante nas regides de cultivo em climas temperados a antracnose ou Potato black dot
disease, ¢ uma doenca secundaria no Brasil. Nas regides temperadas do mundo as
espécies C. coccodes e C. nigrum ja foram relatadas como agentes causais da doenca.
Porém, no Brasil, hd somente relatos da presenga de C. coccodes em campos de cultivo
de batata (Alexandre et al., 2014; Bueno & Massola-Junior, 2006; Castilho et al., 2007;
Fernandes et al, 2001; Pereira, 1995; Manova et al., 2022; Madeira, 1989; Reis et
al.,2009; Tofolli et al., 2015; Tozze-Janior et al., 2006).

Os estudos, mencionados anteriormente, tem a uma limitagdo pois a maioria se
basea exclusivamente em caracteres morfoldgicos para a identificacdo das espécies de
Colletotrichum causadoras de antracnose em Solanum. Além disso, utilizaram um nimero
limitado de isolados, com pouca abrangéncia geografica. Os que empregaram marcadores
meleculares, usaram marcadores pouco informativos, como apontado por Vieira et al.
(2020). Isso ressalta a necessidade de identificar as espécies de Colletotrichum associadas
a antracnose em batata, jilo, tomate e berinjela, visando ampliar o conhecimento sobre a
diversidade dessas espécies nos respectivos hospedeiros.

A diversidade de espécies identificada nesse estudo confirma a necessidade de se
utilizar marcadores informativos para cada complexo, uma vez que, 0s estudos anteriores
ndo identificaram as diferentes espécies que causam antracnose em hortalicas do género
Solanum. Nos estudos anteriores ja havia evidencias de que C. acutatum seria um dos

responsaveis por causar antracnose em tomate e jilo, porém, devido ao uso de somente
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identificacdo baseada em caracteres fenotipicos e/ ou marcadores nao informativos , ndo
foi possivel identificar as diferentes espécies desse complexo que foram identificadas
neste estudo (C. acutatum, C.scovillei, C.tamarilloi e C.nympheae). O emprego dos
marcadores Gapdh e Bet2, identificou a espécie C. acutatum como agente causal da
antracnose em batata, sendo que anteriormente a doenca era atribuida apenas a C.
coccodes. A antracnose em berinjela anteriormente era atribuida as espécies C.
gloesporioides e C. coccodes. Porém, identificamos nesse trabalho uma alta diversidade
de espécies como (C. nymphaeae, C. truncatum, C. siamense, C.theobromicola e
C.tamarilloi). Em tomate a antracnose era atribuida a C. coccodes , C. gloesporioides e
C. acutatum, mas neste estudo identificamos as espécies C. siamense, C. truncatum,C.
nigrum e C. scoville. Em jil6 confirmou-se que a espécie com maior prevaléncia é
C.tamarilloi, porém foram encontradas as espécies C. coccodes, C. trunctatum e C.
acutatum. Esta diversidade de espécies alerta para necessidade de utilizacdo de
marcadores mais informativos para uma identificacdo precisa das espécies, conforme
indicado por Cai et al. (2009). Atualmente, diversos estudos oferecem diretrizes para a
identificacdo de espécies de Colletotrichum por meio de uma abordagem polifasica, além
de recomendar os conjuntos de marcadores mais adequados para serem incluidos em
analises filogenéticas (Cai et al., 2009; Vieira et al., 2017, 2020).

Colletotrichum tamarilloi apresentou a maior prevaléncia, devido a maioria dos
isolados desta espécie estar associada a frutos de jil6 e por ser desta espécie a maioria dos
isolados coletados. Em seguida a espécie C. truncatum € a segunda maior prevaléncia e
apresenta distribuicdo uniforme de seus isolados em tomate, jilo e berinjela.

A maioria dos isolados da espécie C. tamarilloi foi detectada em frutos de jilo,
sendo esta espécie originalmente descrita como o agente casual da antracnose no tamarillo
(Solanum betaceum), com relatos de ocorréncia na Colombia e Equador (Caicedo et al.,
2017; Damm et al., 2012; Pardo-De La Hoz et al,. 2016). Esta espécie ja foi relatada no
Brasil como sendo a responsavel pela antracnose do jiloeiro (Alexandre et al., 2014,
Oliveira et al., 2023). A espécie C. tamarilloi € polifaga e ja tendo sido relatada causando
antracnose em varias hospedeiras no Brasil como a cebola (Lopes et al, 2021) e a
seringueira (Magalhdes et al., 2021). Talinhas & Baroncelli (2021), apontam que ha
indicios que C. tamarillloi seja especifica ao hospedeiro, porém na América do Sul essa
espécie tem sido relatada em varias hospedeiras.

Por sua vez, a espécie C. acutatum ja foi descrita em diversos hospedeiros ao redor
do globo terrestre como mamao, leguminosas, goiaba, morango, café e em tomate (Damm

et al., 2012:Liu et al.,2022). No Brasil ja foi registrada espécies do complexo em cebola
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(Lopes et al., 2021), citrus, tomate e jilo (Gama et al., 2020; Tofolli et al., 2015).

C.coccodes causa antracnose em diversas familias botanicas, porém se destaca
como sendo um dos principais patdégenos das solanceas sobretudo tomate e batata (Liu
et al., 2011). Ha relatos da presenca deste patégeno em diferentes regiGes do globo
terrestre (Cakir et al., 2019; Pérez-Mora et al., 2020; Yarmeeva et al., 2023). No Brasil
ha relatos de C. coccodes causando antracnose em solanaceas, todavia, estes relatos séo
baseados apenas em dados de morfologia (Tofolli et al.,2015).

Diversas espécies de Colletotrichum ja foram descritas como agentes causais da
antracnose no tomateiro no mundo. Essa é uma importante doenca que causa podriddo
nos frutos, mas também afeta folhas e raizes. Colletotrichum coccodes e C. nigrum sdo
consideradas as espécies mais prevalentes, porém ha uma crescente adigdo de espécies do
complexo Acutatum associadas a essa doenca como C. acutatum, C. fioriniae, C.
nymphaea, C. godetiae entre outras (Chechi et al., 2019; Manova et al., 2022). Ha relatos
de C. truncatum e C. cigarro em tomate (Manova et al.,2022; Shahriar et al., 2023).

Para a batata o principal agente causal da antracnose prevalece sendo o C.
coccodes (Liu et al., 2011). Para a berinjela os principais agentes causais sdo C.
truncatum e C. siamense (Hyde et al., 2018; Sato et al., 2015) C. fioriniae (Xu et al.,
2018) e C. coccodes (Manova et al., 2022). Para o jil6 a principal espécie relatada é C.
tamarilloi (Alexandre et al.,2014; Oliveira et al., 2023).

Por se tratarem de frutos climatéricos, jil6 e tomate continuam o amadurecimento
mesmo separado da planta, durante o processo de amadurecimento os frutos sofrem
diversas alteragdes fisiologicas como a ativacdo da biossintese do etileno, alteracdes na
cuticula como o afrouxamento da parede celular. Tais processos sdo diretamente
proporcionais ao declinio da producdo dos compostos antifingicos, o que facilita a
colonizacdo pelos patdgenos (Prusky et al., 2013). Os isolados pertencem todos ao
mesmo género, porém as estratégias de infeccao podem ser diferentes ou alguns isolados
podem vir a necessitar de um maior tempo para desenvolvimento das suas estruturas
especializadas.

Segundo Madeira (1989), Colletotrichum pode causar doenga em berinjela em
qualquer idade, podendo causar em plantulas tombamentos e lesdes foliares. Quando se
observa os dados obtidos via patogenicidade das plantulas de berinjela nota-se que o
maior indice de doenca foi causado pelo isolado Coll 1787 na cultivar CNPH 791 (95%).
Este isolado também foi altamente agressivo na populacdo F» de Ciga, causando um

indice de doenca de 94%. Os indices de doenca na cultivar Cica (Fi) permaneceram
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moderados quando inoculada com os isolados testados. A cultivar CNPH 06, apresentou
0 % de doenga, tal como as testemunhas, confirmando sua resisténcia a antracnose.

Os isolados de Colletotrichum spp. foram reisolados dos frutos sintomaticos e suas
caracteristicas de colonia e morfologia de estruturas reprodutivas corresponderam com as

da cultura original, completando os postulados de Koch.

Concluséao

Nosso estudo contribui para o entendimento da diversidade de espécies de
Colletotrichum associadas a culturas de batata, tomate, jilo e berinjela em diferentes
estados brasileiros, utilizando andlises filogenéticas baseadas nos marcadores Gapdh e
Bet2. Foram identificadas espécies pertencentes a diferentes complexos (Acutatum,
Truncatum, Gloeosporioides e Coccodes), com destaque para Colletotrichum tamarilloi,
que apresentou a maior prevaléncia, especialmente em frutos de jilo. Colletotrichum
truncatum foi a segunda espécie mais prevalente, com uma distribuicdo uniforme entre
tomate, jilo6 e berinjela. Em termos de agressividade, C. truncatum (isolado 1785)
destacou-se em frutos de tomate, enquanto C. coccodes (isolado Coll 992) foi mais
agressivo em jilo. J4 em plantulas de berinjela, o isolado 1787 de C. truncatum apresentou
maior severidade na cultivar Cigca F2. Esses resultados reforcam a importancia do
monitoramento e identificacdo de espécies de Colletotrichum para o manejo eficiente

dessas culturas.
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INTRODUCAO

A antracnose é a doenca fungica mais importante do jiloeiro (Solanum
aethiopicum L. var. gilo) no Brasil, sendo causada por espécies de fungos do género
Colletotrichum. A antracnose é uma doenca de campo e de pos-colheita que apresenta
uma quadro sintomatologico que inclui lesdes circulares, deprimidas de cor escura e com
didmetro varidvel. Posteriormente, sob condicfes de alta umidade, ocorre sobre a leséo
uma producdo de uma massa gelatinosa de coloracdo rosea-alaranjada formada,
correspondendo aos conidios do fungo. A filogenia baseada em informacdes derivadas
do sequenciamento de multiplos genes (multilocus) se tornou a estratégia mais confiavel
para a identificacdo precisa das espécies associadas a antracnose em quaisquer
hospedeiras devido a similaridade morfoldgica existente dentro dos membros desse
género Colletotrichum (Damm et al., 2012; Marin-Felix et al., 2017). A antracnose do
jild no Brasil esta associada maioritariamente a espécie C. tamarilloi (Alexandre et al.,
2014; Oliveira et al., 2023). Porém, alguns autores, levando em consideracdo apenas
caracteres morfoldgicos, relataram a associacdo das espécies C. gloesporioides e C.
acutatum (Fernandes et al., 2002; Tozi Jr. et al., 2006; Tofoli et al., 2015).

Diferentes técnicas moleculares vém sendo utilizadas para estudar a diversidade
genética em microrganismos. O emprego de técnicas alternativas que permitem a rapida
diferenciacéo de linhagens filogenéticas vem sendo cada vez mais comum. Dentre estas
técnicas a analise de regides repetitivas no genoma. A PCR baseada em sequéncias de
elementos repetitivos (rep-PCR), permite a genotipagem e diferenciacdo de isolados.
Amplicons de diferentes tamanhos séo fracionados via eletroforese, formando padrdes (=
fingerprints) de DNA especificos para cada isolado e estes podem ser comparados. A
aplicacdo de elementos palindromicos extragénicos repetivivos (REP-PCR) ou de
sequencias de consenso intergénicos enterobacterianos repetitivos (ERIC-PCR) e o0s
elementos (BOX) tem sido comum em diferentes grupos taxondmicos. No entanto, ERIC-
PCR e BOX tém sido as ferramentas mais comumente utilizadas para a analise de
diversidade genética de fungos (Bardas et al., 2009; Suzuki et al., 2010; Vila Nova et al.,
2010). Segundo Mehta et al. (2002) a técnica de Rep-PCR representa uma alternativa para
se ter acesso a diversidade genética dos fungos. Porém, diferentes estudos comprovam
que a técnica de ERIC-PCR apresenta melhores resultados quando comparada ao uso
combinado das outras duas técnicas que constituem a rep-PCR (REP- PCR e BOX) para

diferentes microrganismos (Kim et al., 2003; Rasschaert et al., 2005).
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Mesmo dentro de uma espécie em que os individuos se mostrem fenotipicamente
muito semelhantes, diferencas devido a pequenas variagdes presentes entre no genoma
podem ser identificadas para cada individuo. As diferencas combinadas no DNA de todos
os individuos de uma espécie constituem a diversidade genética (Minter et al., 2021).
Vale ressaltar que polimorfismos genéticos surgem dentro de espécies e entre as espécies
e estas variacdes estdo intimamente ligadas a evolucdo e conservacdo destas espécies
(Ellegren & Galtier, 2016). Trabalhos anteriores confirmaram Colletotrichum tamariloii
como a espécie prevalente causando antracnose no jilo no Brasil (Oliveira et al., 2023;
Capitulo 1 desta tese), sendo que esta espécie também ocorre em berinjela. Estudos
tentando avaliar a variabilidade intraespecifica entre isolados de C. tamarilloi ainda ndo
estdo disponiveis. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo estimar (via
emprego de marcadores ERIC-PCR) a variabilidade genética existente entre isolados de
C. tamarilloi coletados de plantas de jil6 e berinjela em diferentes regides geograficas do

Brasil.

MATERIAL E METODOS

Obtencéo de isolados

Frutos sintomaticos de jilé foram coletados em campos de cultivos e/ou centro de
abastecimentos (CEASA) nas regides, nordeste, centro-oeste e sudeste do Brasil (Tab 1).
A massa de conidios, que foi produzida nas lesbes, foi transferida para placas de Petri,
que continham meio de cultivo Batata Dextrose Agar-BDA, acrescido de estreptomicina
(na quantidade 50 pL/L) e diluidas sobre a superficie do meio (Costa et al., 2022).
Colbnias isoladas (monosporicas), identificadas como pertencentes a espécie C.
tamarilloi, foram transferidas para placas de Petri, contendo meio de cultivo BDA e entdo
preservadas em tubos criogénicos mantidos em freezer na temperatura a -80°C
(Figueiredo, 1967). Os isolados renomeados e depositados na Colecdo de fungos da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria—Embrapa Hortalicas. A identificacdo dos
isolados, ao nivel de espécie, foi feita por filogenia multilocus de regides englobando os

genes Gapdh e Tub-2 (Capitulo 2, desta tese).

Extracdo de DNA e amplificacdo de segmentos gendmicos de C. tamarilloi via ERIC-
PCR
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Os isolados de C. tamarilloi foram cultivados em BDA pelo periodo de sete dias,
apos este periodo extraiu-se 0 DNA do micélio produzido. O DNA gendmico foi extraido
de acordo com o protocolo CTAB (Doyle & Doile,1990) com pequenas modificagdes .A
concentracio do DNA foi quantificada no espectrofotometro Nano Drop One® (Thermo
Scientific, Massachusetts, EUA) e diluido posteriormente para a concentracdo de 50 ng
mL™2. Nas reacgdes de PCR, utilizou-se os primers (Versalovic et al., 1991) ERICIR (5’—
ATG TAA GCT CCT GGG GAT TCA C-3”) e ERIC2F (3°’~AAG TAA GTG ACT GGG
GTG AGC G-5’). O volume final das reagdes de PCR foi de 40 uL, sendo 23,96 uL de
agua MiliQ, 4,0 pL de tampéo 10X (100 mM Tris-HCI, 500 mM KClI, pH 8.3), 4,0 pL de
dNTP (2,5 M cada), 2,4 pL de MgCl, (MgCI2 50mM), 1,0 pL de cada primer, 0,64 pL
de Tag DNA polimerase (5 u/l) e 3,0 uL de DNA gendmico. Para a amplificacao utilizou-
se 0 seguinte programa: 95°C por dois minutos, seguido de 39 ciclos de 94 °C por um

minuto, 48 °C por um minuto e 72°C por um minuto e 72° C por 10 minutos.

Analise de dados

Os produtos da PCR foram analisados em eletroforese em gel de agarose a 2,0% em
tampéo TBE tampéo Tris/Borato/EDT A — TBE 0,5 X. A eletroforese foi conduzida a 50 V por
aproximadamente quatro horas.

Em seguida foram digitalizados com o auxilio do transiluminador.Os padrdes de
banda observados foram utilizados para a construcdo das matrizes binarias, onde 0 =
auséncia de bandas e 1 = presenca de bandas. S6 foram consideradas as bandas bem
definidas. Os dendrogramas foram construidos baseados nos dados do coeficiente de
similaridade de Jaccard pelo método Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic
Averages-UPGMA pelo Software Multi Variate Statistical Package -MVSP 3.22
(Kovach, 1995).

RESULTADOS
Obtencéo de isolados

Um total de 28 isolados foram obtidos de frutos de jild e berinjela com sintomas
de antracnose (Fig 1). Os isolados foram identificados no capitulo anterior, através de

filogenia multilécus, como Colletotrichum tamarilloi. Estes foram obtidos em diferentes

regides produtoras das duas hortalicas no Brasil (Tab 1).
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Fig 1 — Frutos de berinjela (A) e jil6 (B) com sintomas de antracnose, causado por Colletotrichum

tamarilloi.

Tabela 1 — Colec¢ao de isolados de Colletotrtichum tamarilloi, obtidos de frutos de jilo e
berinjela, em diferentes regides produtoras do Brasil, e utilizados no presente trabalho.

Isolado Hospedeira e 6érgdo Local de coleta Ano de
afetado coleta
C347 Jil6 — fruto Bom Jardim-RJ 2021
Coll 1661  Jil6 — fruto Ceilandia- DF 2022
Coll 168  Jil6 —fruto Ponte Alta-DF 2016
Coll 133 Jil6 — fruto Novo Gama- GO 2004
Coll 95 Berinjela— fruto Brazléndia-DF 2021
Coll 96 Jilo — fruto Brazlandia-DF 2020
Coll 682  Jil6 —fruto Brazlandia-DF 2020
Coll 136 Jil6 — fruto Raul Soares- MG 2021
Coll 419  Jil6 —fruto Lagoa Dourada- MG 2022
C991 Jilo — fruto Samambaia—-DF 2019
Coll 1611  Jil6 —fruto Novo Gama- GO 2019
Coll 109  Jil6 — fruto Novo Gama- GO 2017
Coll 1615  Jilé — fruto Planaltina- DF 2018
Coll 112 Jil6 —fruto Formosa- GO 2021
Coll 1629  Jil6 —fruto Formosa- GO 2023
Coll 299  Jil6 —fruto Séo Joaquim de Bicas- MG 2023
Coll 635  Jil6 — fruto Cha Grande — PE 2021
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Para a construgdo do dendrograma utilizou-se do transiluminador atraves da
digitalizacéo do gel de agarose (Fig 2).

M: Marcador DNA, 1- c347, 2- Coll 1661, 3- 168, 4-Coll 1622 e 5-133.

M 1 2845

"

“-.’ '
-

g'~.‘ v
- .

Figura 2- Fingerprints ERIC-PCR de isolados de C. tamarilloi em gel de agarose a 2%.

Apds a construcdo do dendrograma, foram formadas 14 bandas que

posteriormente, a partir dos padrdes definidos foram utilizadas para gerar matrizes de

distancia dos isolados. Observou-se no dendrograma (Fig 3) a divisdo dos isolados em

dois grupos distintos, considerando o indice de similaridade de 80 %. Ambos 0s grupos

sdo constituidos por isolados de diferentes estados.
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Identificagdo isolados 1-96;2- ¢30;3-coll 1661;4-168;5-133;6-95;7-682;8-136;9-419;10-coll 1611;11-
coll1615; 12-coll 1622;13-c347;14-4SJ; 15-109;16-112;17- c991;18-coll 1629; 19- 299;20-635; 21-172;
22-98;23-167,24-159;25-165;26-157; 27-122;28-94.

Figura 3— Dendrograma construido utilizando os padrdes de bandas obtidos pela técnica ERIC-PCR
mostrando o agrupamento de 36 isolados de Colletotrichum tamarilloi em dois grupos, com base no
coeficiente de similaridade de Jaccard segundo método UPGMA.

DISCUSSAO

A antracnose dos frutos € a principal doenca em condi¢cdes de campo e de pos-
colheita do jilé no Brasil (Oliveira et al., 2023). A doenca também ocorre em berinjela,
mas com menor frequéncia (Reis et al., 2011). Estas duas hortaligas s&o consideradas as
mais rasticas dentre as solandceas, mas podem sofrer intensos ataques de espécies de
Colletotrichum. A doenca € caracterizada pela presenca de lesdes deprimidas de formato
geralmente circular e se as condi¢fes epidemioldgicas forem favoraveis nota-se a
formacdo de massa gelatinosa résea-alaranjada (Reis et al., 2011).

Estudos de diversidade sdo essenciais para a compreensdo da variabilidade
genética existente nas espécies de patdgenos, sendo as técnicas de analise moleculares
essenciais, uma vez que, auxiliam nos estudos de genética de populacdes, podendo ser
uma ferramenta auxiliar no manejo de doencgas. Técnicas que mostram o polimorfismo
dos individuos, quando se analisa os perfis de bandas, sdo bastante utilizadas para a
diferenciacdo de isolados e espécies fungicas. A técnica de ERIC-PCR foi inicialmente
utilizada para avaliar a diversidade genética em procariotos. Quando utilizada para fungos
mostrou-se Util no agrupamento e diferenciacdo de isolados baseado no perfil de bandas
apresentado por cada individuo (Maharaj & Rampersad, 2012; Silva et al., 2018).

A técnica ERIC-PCR foi aplicada nos isolados de C. tamarilloi, obtidos neste
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trabalho, foi gerado um dendrograma, que demonstra uma alta diversidade intraespecifica
entre os isolados. O grupo 1 é constituido pelos isolados (96, c30,coll 1661, 168,133 e
682), oriundos dos estados de Minas Gerais, Goias e do Distrito Federal, os demais
isolados formaram um grande grupo, onde estdo contidos todos os isolados oriundos de
Pernambuco, Rio de Janeiro, porém ha o predominio de isolados de Goias e Distrito
Federal. Vale ressaltar que a estrutura genética de uma populagéo é resultado das a¢des e
interacOes das varias forgas evolutivas, ou seja, a particdo da variabilidade genética intra
e inter populacdes de uma espécie, é resultante da interacdo entre as forcas evolutivas
como a mutacdo, selecdo, deriva e migracdo, sendo influenciadas pelas taxas de
recombinacéo nos loci durante a meiose. Em suma, os niveis de diversidade dentro e entre
as populacdes dependem de qual das forgas evolutivas que predominam no ambiente
agricola (Burdon & Silk, 1997).

A espécie Colletotrichum tamarilloi é capaz de infectar outras espécies botanicas
como 0 morango, a seringueira, cebola e o tamarillo (Damm et al. 2012; Oliveira et al.,
2023; Lopes et al., 2021; Magalhées et al, 2021). Porém é a espécie majoritariamente
encontrada em campos de cultivo de jiloeiros no Brasil, afetando diferentes 6rgaos desta
planta e frutos em todos os estagios de maturagdo. A capacidade de uma espécie fangica
afetar suas hospedeiras se deve a evolugdo, uma vez que algumas espécies fitopatogénicas
possuem uma gama de hospedeiros limitada, indicando que o processo de infec¢do ndo é
especifico para todas as plantas que uma determinada espécie causa doenca (Van Der
Does & Rep, 2007).

A utilizacdo de fingerprints é uma estratégia que pode ser utilizada na
diferenciacéo de microrganismos, apresentando como vantagem principal a oportunidade
de identificar microrganismos que possuem a identificacdo morfoldgica e cultural
confusa, além de reduzir o tempo e o0 custo para a realizacdo destas analises
(Abdollahzadeh & Zolfaghari, 2014; Behnia et al., 2016). Esta técnica também pode ser
utilizada para estabelecer e entender as relagdes geograficas entre os isolados, tal como
para as relacOes de viruléncia (Bardas et al., 2009). Neste estudo, esta técnica foi utilizada
para medir a diversidade genética entre isolados de C. tamariloii, demostrando que 0s
isolados brasileiros deste fungo séo bastante diversos.

O jil6 e propagado por sementes ou mudas e ndo ha nenhuma cultivar resistente a
espécies de Colletotrichum. A semente infectada pode disseminar o patégeno de uma area
para outra, podendo transmitir a doenga para as plantulas. As plantas estardo suscetiveis
a este patdgeno em todas as fases de desenvolvimento. Vale ressaltar que o patdégeno se

dispersa pelo vento, chuva, agua da irrigacdo, além de poder sobreviver em hospedeiras
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ocasionais e restos de cultivo (Fu et al., 2022). A identificacdo de isolados do fungo,
semelhantes geneticamente mas coletados em regides distintas, pode ser consequéncia da
sua dispersdao via semente. Outro fato importante € a comercializa¢cdo dos mesmos, uma
vez que os frutos podem ser colhidos em um local e comercializado em outros. O que
aponta uma possivel variacdo nas relacdes geogréaficas dos grupos aqui formados.

Em alguns casos, apenas uma regido repetitiva contém informagdes
discriminatorias, possibilitando a diferenciacdo eficiente entre espécies. Estudos
comparativos indicaram que a técnica de ERIC-PCR apresenta resultados superiores em
relacdo a REP-PCR (Rasschaert et al., 2005). As sequéncias ERIC tém cerca de 126 pb e
possuem uma repeticdo invertida central altamente conservada, localizando-se em regides
transcritas ndo codificantes (Waturangi et al., 2012). A técnica de ERIC-PCR aplicada a
Colletotrichum proporcionou uma separacéao eficaz dos isolados com base nos perfis de
bandas gerados, sendo especialmente Gtil quando se lida com um grande numero de
isolados, facilitando a selecdo e triagem conforme os perfis de bandas apresentados (Silva
et al., 2019). Estudos adicionais sdo necessarios para verificar se existe correlacdo entre
os grupos formados com caracteristicas de adaptabilidade como agressividade e

resisténcia a fungicidas, entre outras.

CONCLUSOES

A aplicacdo da técnica de ERIC-PCR em isolados de Colletotrichum tamarilloi
revelou a presenca de polimorfismo intraespecifico, permitindo a discriminacdo da
espécie em dois grupos distintos, com base no indice de similaridade de Jaccard de 80%.
Esses resultados demonstram a eficiéncia da ERIC-PCR como uma ferramenta molecular
para estudos de variabilidade genética dentro dessa espécie, contribuindo para um melhor

entendimento de sua diversidade e possivel adaptacao.
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Nosso estudo contribui para o entendimento da diversidade de espécies de
Colletotrichum associadas a culturas de batata, tomate, jilo e berinjela em diferentes
estados brasileiros, utilizando anélises filogenéticas baseadas nos marcadores GAPDH e
Bet2. Foram identificadas espécies pertencentes a diferentes complexos (Acutatum,
Truncatum, Gloeosporioides e Coccodes), com destaque para Colletotrichum tamarilloi,
que apresentou a maior prevaléncia, especialmente em frutos de jilo, devido a
predominancia de isolados dessa espécie. Colletotrichum truncatum foi a segunda espécie
mais prevalente, com uma distribui¢ao uniforme entre tomate, jilé e berinjela. Em termos
de agressividade, C. truncatum (isolado 1785) destacou-se em frutos de tomate, enquanto
C. coccodes (isolado Coll 992) foi mais agressivo em jilo. Ja em plantulas de berinjela, o
isolado 1787 de C. truncatum apresentou maior severidade na cultivar Cica F2. Esses
resultados reforgam a importancia do monitoramento ¢ identificacdo de espécies de
Colletotrichum para o manejo eficiente dessas culturas.

A aplicacdo da técnica de ERIC-PCR em isolados de Colletotrichum tamarilloi
revelou a presenca de polimorfismo intraespecifico, permitindo a discriminagdo da
espécie em dois grupos distintos, com base no indice de similaridade de Jaccard de 80%.
Esses resultados demonstram a eficiéncia da ERIC-PCR como uma ferramenta molecular
para estudos de variabilidade genética dentro dessa espécie, contribuindo para um melhor

entendimento de sua diversidade e possivel adaptacao.



	d89c2437c6842b8a565369fa21376e2aa78bee1fb2c9790a7f7b0552d27aed22.pdf
	fa3428b84c745b360d09a2f795cf10d7aeb3dd102970991a3eb505e3711c41d9.pdf
	fa3428b84c745b360d09a2f795cf10d7aeb3dd102970991a3eb505e3711c41d9.pdf

	d89c2437c6842b8a565369fa21376e2aa78bee1fb2c9790a7f7b0552d27aed22.pdf

