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RESUMO

Colletotrichum fructicola é a principal espécie causadora de podriddo
amarga (PA) na macieira e da Mancha foliar de Glomerella (MFG) no
Sul do Brasil e PA no Uruguai, pais onde a MFG nédo tem sido reportada
até entdo. Este trabalho teve como primeiro objetivo geral determinar a
estrutura genética do C. fructicola proveniente de ambos os paises. Vinte
e oito (90.3%) dos 31 isolados brasileiros incluidos neste trabalho
causaram sintomas tipicos da MFG, enquanto apenas seis de 25 (24%)
isolados uruguaios foram capazes de colonizar folhas de mudas de
macieira suscetiveis (cv. Gala) a MFG, mas causando sintomas atipicos.
Ambas as populacBes mostraram niveis similares de diversidade
genética de Nei (h = 0.088 e h = 0.079 para a populagdo brasileira e
uruguaia, respectivamente) e a analise Bayesiana inferiu dois blocos
genéticos que mostraram correlacdo com a distribuicdo geografica dos
isolados. Da mesma forma, a andlise de coordenadas principais e o
cladograma UPGMA também segregaram os isolados brasileiros e
uruguaios em dois grupos. Todos os isolados uruguaios foram agrupados
em um Gnico Grupo de Compatibilidade Vegetativa (GCV) (GCV 1),
enquanto que os isolados brasileiros foram agrupados em 4 GCV (GCV
1-4). Os resultados demonstraram que as populacBes brasileiras e
uruguaias de C. fructicola sdo geneticamente diferentes e sugerem que a
populacdo brasileira causadora de MFG evoluiu independentemente da
populacdo uruguaia causadora de PA. Por outro lado, o segundo objetivo
deste trabalho foi determinar se a resisténcia completa da macieira a
MFG est4 associada com indugdo de reacdo de hipersensibilidade (RH),
aumento da atividade enzimatica antioxidante e inducdo da expresséo
dos genes PR-1 e PR-10. Plantas suscetiveis apresentaram um
incremento na severidade da doenca das folhas mais velhas as mais
jovens, demonstrando a existéncia na macieira de um grau de resisténcia
do tipo ontogénica para o C. fructicola. Por outro lado, a germinagédo
dos conidios e formacdo de apressérios tenderam a localizar-se nas
jungdes das células epidérmicas, tanto em folhas resistentes quanto
suscetiveis, sugerindo uma penetracdo do tipo intramural por parte deste
fungo. O acumulo de perdxido de hidrogénio nas paredes celulares



anticlinais e o associado com a RH foi relativamente baixo e néo esteve
associado a resisténcia ao C. fructicola. Por outro lado, as atividades
enzimaticas da ascorbato peroxidase, guaiacol peroxidase e superéxido
dismutase ndo variaram nas plantas resistentes e suscetiveis apés a
inoculagdo. Em contraste, a enzima glutationa reductase apresentou
incrementos significativos nas folhas resistentes inoculados com C.
fructicola as 12 e 48 h.a.i. Finalmente, a expressdo do gene PR-1 ndo
variou ao longo do tempo nas plantas resistentes, nem nas suscetiveis
inoculadas com o patdégeno. No entanto, a expressdo do gene PR-10
aumentou em duas, e trés vezes nas plantas resistentes e suscetiveis as
24 h.a.i., respectivamente; e em quatro vezes nas plantas suscetiveis as
48 h.a.i., em relagcdo ao controle. Em conjunto, os resultados sugerem
gue a resisténcia recessiva da macieira a MFG néo esta associada com o
acumulo foliar de perdxido de hidrogénio, indugdo da RH e incremento
na expressdo do gene PR-1.

Palavras-chave: Malus domestica. Colletotrichum fructicola. Genética
Populacional. Grupos de Compatibilidade Vegetativa. Resposta
Hipersensitiva. Genes Relacionados a Patogenicidade.



ABSTRACT

C. fructicola is the main species causing apple bitter rot (ABR) and
Glomerella leaf spot (GLS) in southern Brazil, and ABR in Uruguay
where GLS remains unnoticed. This work aimed firstly to determine the
genetic structure of C. fructicola species causing ABR and GLS in both
countries. Twenty-eight from 31 brazilian isolates caused typical
symptoms of GLS, while only six of 25 uruguayan isolates originating
from fruits were able to infect leaves, but causing atypical symptoms.
Both populations showed similar levels of Nei’s gene diversity (h =
0.088 and h = 0.079, for brazilian and uruguayan populations,
respectively), and Bayesian cluster analysis inferred two genetic clusters
correlated with the geographical origin of isolates. A principal
coordinates analysis (PCoA) scatter plot, and a (UPGMA)-based
dendrogram, also grouped brazilian and uruguayan isolates into two
groups. By pairwise comparison of nitrate-non-utilizing (nit) mutants
with a proposed set of testers, all uruguayan isolates were grouped into a
unique vegetative compatibility group (namely VCG1), while brazilian
into four VCGs (VCGL1-4). Brazilian and uruguayan populations of C.
fructicola were revealed to be genetically distinct, and suggest that
isolates of C. fructicola from Brazil capable of causing GLS and ABR
arose independently of those from Uruguay. By other hand, the second
objective of this work was to asses if complete resistance of apple to
GLS is associated to leaf accumulation of hydrogen peroxide, induction
of hypersensitive responses (HR), and expression of PR-1 and PR-10
genes. Susceptible plants showed increasing leaf necrosis from older to
younger leaves, demonstrating the expression of an ontogenic resistance
to GLS. Most conidia and appressoria were developed on anticlinal cell
walls, and the number of attempted penetration sites was similar in
resistant and susceptible leaves. Enzymatic activity of ascorbate
peroxidase, guaiacol peroxidase and superoxide dismutase were similar
in resistant and susceptible leaves inoculated with C. fructicola, and
accordingly, leaf accumulation of hydrogen peroxide was low and not
associated with resistance. However, enzymatic activity of glutathione
reductase was increased in resistant leaves at 12 and at 48 h.a.i with



pathogen. Finally, the PR-1 gene showed a constitutive expression in the
both resistant and susceptible leaves that was not affected by inoculation
with C. fructicola. However, relative expression of PR-10 was up-
regulated in the both resistant and susceptible leaves at 24, and in
susceptible ones at 48 h.a.i. Results suggest that recessive resistance of
apple to leaf infection by C. fructicola acts independently of
hypersensitive reaction and expression of PR-1 gene.

Keywords: Malus domestica. Colletotrichum fructicola. Population
Biology. Vegetative Compatibility Groups. Hypersensitive Response.
Pathogenesis-related Genes.
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GPOD Guaiacol peroxidase
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MFG Mancha foliar de Glomerella

NBS Local de ligacdo de nucleotideos (Nucleotide-binding site)
NO Oxido nitrico (Nitric oxid)

PA Podriddo amarga

PAMP Padrdes moleculares associados a patdgenos (Pathogen-
associated molecular pattern)

PCR Reagao em cadeia da polimerase (Polimerase chain reaction)
POX Peroxidase
PR Relacionadas a patogénese (Pathogenesis-related)

PTI Imunidade disparada por padrGes moleculares associados aos
patégenos (PAMP-triggered immunity)

RAPD Amplificacdo aleatéria de DNA polimorfico (Random
amplification of polymorphic DNA)
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RH Reac&o de hipersensibilidade
SAR Resisténcia sistémica adquirida (Systemic acquired resistance)
SOD Superoxido dismutase (Superoxide dismutase)

UPGMA Meétodo de grupos pareados ndo ponderados baseados na
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1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A macieira (Malus domestica Borkh.) ¢ uma cultura com
elevada importancia econémica no contexto agricola de varios paises do
mundo. Nos ultimos cem anos, paises da América do Sul tais como
Brasil, Argentina, Chile e Uruguai vém implantando progressivamente a
producdo de macé a fim de ganhar destaque nos mercados nacionais e
internacionais. Atualmente, o Brasil tem atingido producbes de maca
gue superam um milh&o de toneladas anuais (FAOSTAT, 2014), sendo
o0s estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul os responsaveis por
aproximadamente 95% da producéo total nacional (IBGE, 2013).

Apesar do importante incremento na producdo de macas no
Brasil nas uUltimas décadas, esta cultura encontra-se sujeita a diversos
fatores ambientais que, de fato, afetam negativamente sua
produtividade. O sul do Brasil possui um clima subtropical temperado
com relativamente baixos numeros de horas-frio, alta umidade e
elevados indices de precipitacbes principalmente nas estacdes de
producdo e colheita da maca. Estas condicdes ambientais sdo altamente
favoraveis para a ocorréncia de doencas ocasionadas por fungos
(MONDINGO et al., 2009), os quais podem chegar a comprometer tanto a
producdo quanto a vida das macieiras.

Entre as principais doengas da macieira causadas por fungos no
Brasil, destacam-se a Podriddo Amarga (PA) e a Mancha Foliar da
Glomerella (MFG) (VELHO et al., 2015). Ambas estdo disseminadas
por toda a regido Sul do pais e podem ocorrer inclusive no mesmo
pomar quando as condi¢cGes ambientais sdo altamente favoraveis para o
desenvolvimento do patégeno (VELHO et al., 2015). A PA encontra-se
disseminada em varias regifes produtoras ao redor do mundo, enquanto
gue a MFG é uma doenca emergente que tem surgido de forma
aparentemente independente em paises distantes entre si tais como
China (WANG et al., 2015), EUA (TAYLOR et al., 1971) e Brasil
(LEITE et al., 1988). Na América do Sul, apesar da relativa proximidade
entre 0s paises produtores, a MFG parece ser até entdo uma doenca
exclusiva e de alto impacto somente no sul do Brasil.
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N&o estdo completamente esclarecidas as causas que favorecem
0 surgimento e estabelecimento dos patdgenos causadores de MFG em
regibes tdo distantes entre si. A complexidade consiste em compreender
porque essa doenca ndo ocorre em paises vizinhos ao Brasil, como o
Uruguai, com o qual tem havido grandes fluxos de frutos e materiais
vegetais propagativos ao longo de décadas (MAPA, 2015). Embora as
condicdes geograficas e climaticas destes paises sejam diferentes, o
intercdmbio descontrolado de materiais vegetais pode ser um
mecanismo potencial de disseminacdo dos patdgenos (CRUSIUS et al.,
2002), os quais podem evoluir e tornar-se patogénicos em condi¢fes
climaticas onde previamente ndo o eram (DOYLE et al., 2013). Assim, 0
estudo da distribuicdo geografica das populacdes altamente agressivas
de C. fructicola causadoras de MFG, permitiria compreender suas
dindmicas populacionais e evitar a propagacdo desta doenga mediante
estratégias de controle (McDONALD e LINDE, 2002).

Varias espécies de Colletotrichum associadas a PA no Uruguai e
a PA e MFG no Brasil foram recentemente identificadas mediante
técnicas moleculares baseadas no seqlienciamento génico multilocus
(VELHO et al., 2015). Entretanto, outras abordagens metodoldgicas
deveriam ser consideradas para resolver questdes a nivel populacional
da espécie C. fructicola com maior precisao, principalmente aquelas que
permitam a detec¢do de polimorfismo ao nivel de individuo (WOLFE e
LISTON, 1998). Neste sentido, a determinacdo da estrutura genética de
C. fructicola associado a PA e MFG elucidara as relagBes genéticas entre
essas populagdes e as possiveis correspondéncias com suas distribuicfes
geogréficas e/ou preferéncias por tecidos hospedeiros.

Um dos principais problemas que enfrentam atualmente os
produtores de macd do Brasil sdo os elevados niveis de produtos
guimicos que devem ser aplicados sobre as macieiras para combater a
MFG (ARAUJO et al., 2008), o qual aumenta o risco de exposi¢do do
consumidor ao residuo quimico presente no fruto e encarece tanto sua
producdo, quanto seu consumo. Praticamente todas as cultivares de
maca produzidas no Brasil parecem ser suscetiveis em alguma medida a
PA, incluindo as cultivares resistentes a MFG como a cv. Fuji
(DENARDI et al., 2003). Este problema é exacerbado pelo fato de que
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mais da metade da producdo nacional esta focada na producdo da cv.
Gala, a qual é altamente suscetivel 8 MFG (ARAUJO e STADNIK,
2013).

Trabalhos recentes tém demonstrado que a resisténcia completa
(vertical) da cv. Fuji & MFG é monogénica para R (LIU et al., 2015;
ROCKENBACH et al., 2015). Evidéncias genéticas apontam que a
resisténcia é regulada apenas por um Unico gene recessivo (LIU et al.,
2015). Varias proteinas supostamente do tipo R (proteinas do tipo NBS-
LRR) foram também identificadas em folhas da cv. Fuji em resposta ao
C. fructicola (ROCKENBACH et al., 2015). Entretanto, ndo esta
completamente esclarecido se respostas de defesa tais como explosao
oxidativa, reagdo de hipersensibilidade, e acimulo de proteinas PR estéo
associadas a resisténcia completa da cv. Fuji as populagdes de C.
fructicola causadoras de MFG.

Este trabalho teve como objetivos determinar a estrutura
genética do C. fructicola causador de MFG e/ou PA no Brasil e Uruguai
e, estudar se a resisténcia completa da cv. Fuji a MFG esta relacionada
com mecanismos de defesa associados a explosdo oxidativa, reacdo de
hipersensibilidade e inducdo de genes relacionados a patogenicidade
(genes PR).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Determinar a estrutura genética do C. fructicola associado a
MFG ou PA no sul do Brasil e Uruguai e, estudar os mecanismos de
resisténcia da planta a MFG.

2.2 Obijetivos especificos

i) Determinar si existem diferengas genéticas entre
populacdes brasileiras e uruguaias de C. fructicola
causadoras de MFG e/ou PA;

i) Estudar os mecanismos de resisténcia em folhas de
macieira a MFG.
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3 CAPITULO I — Revisdo da literatura

3.1 Apodridao amarga e a mancha foliar de Glomerella

A macd é uma fruta de grande importancia econémica em varios
paises da América do Sul e do mundo. Sua producdo vem mostrando
incrementos continuos nos Ultimos anos, entretanto, a ocorréncia de
doencas é uma das principais causas de perdas que afetam todas as
regibes produtoras. No sul do Brasil e Uruguai, a mancha foliar de
Glomerella (MFG) e a podriddo amarga (PA) sdo duas das principais
doencas que atacam a cultura da macieira, respectivamente (ALANIZ et
al., 2012; VELHO et al.,, 2015) (Figura 1). Ambas sdo causadas
predominantemente pela espécie C. fructicola Prihast. L. Cai & K.D.
Hyde 2009 (PRIHASTUTI et al., 2009), embora outras espécies também
tém sido reportadas como agentes causais da PA e MFG (VELHO et al.,
2015).

A PA causa perdas significativas na maior parte das regides
produtoras de ma¢d (SUTTON et al., 1992). Os sintomas sdo descritos
como lesdes iniciais de cor marrom clara, que crescem ao longo do
tempo até adquirir coloragdo marrom escuro (Figura 2). As lesGes
crescem em direcdo ao interior do fruto em padrdes com forma de “V”’ e
guando atingem tamanhos consideraveis ¢é possivel observar
esporulacbes (acérvulos) cor de rosa dispostos em anéis concéntricos
(SUTTON et al., 1992; MONDINO et al., 2009). A grande maioria das
cultivares de macieira implantadas no Brasil sdo consideradas
suscetiveis a PA (DENARDI et al., 2003).

Por outro lado, a ocorréncia da MFG encontra-se limitada a
poucas regifes ao redor do mundo tais como o sudeste dos EUA
(TAYLOR et al., 1971), o sul do Brasil (VELHO et al., 2015) e sudeste
da China (WANG et al., 2015). No Brasil, a MFG foi descrita pela
primeira vez em 1983 e, desde entdo, tem se propagado por todas as
regides com producdo de macd (LEITE et al., 1988). Os sintomas da
MFG consistem em manchas cor vermelho-arroxeadas que aparecem
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Figura 1: Mapa das éareas de producéo de macé no Sul do Brasil e Uruguai. As
linhas pontilhadas delimitam as &reas de producdo de cada pais. CA:
Canelones; MO: Montevideo; PR: Parand; RS: Rio Grande do Sul; SC: Santa
Catarina; SJ: San José. Fonte: VELHO et al., 2015.

por volta das 48 horas ap6s o0 contato com o patdgeno, as quais evoluem
para manchas necroticas causando o amarelecimento e senescéncia das
folhas (ARAUJO e STADNIK, 2013) (Figura 2). Nos frutos, patgenos
causadores de MFG podem causar pequenas lesdes de pouca
profundidade (1-3 mm) que raramente evoluem para podriddo (VELHO
et al., 2015). Sabe-se que cultivares descendentes do grupo das ‘Golden
delicious’ so altamente suscetiveis & MFG, enquanto que as variedades
descendentes do grupo das ‘Red Delicious’ tais como a cv. Fuji sdo
completamente resistentes (ARAUJO e STADNIK, 2013).

As causas que tém levado a emergéncia da MFG em paises tdo
distantes entre si mas ndo no Uruguai, ndo estdo ainda completamente
esclarecidas. A determinacdo da estrutura genética do C. fructicola
permitiria compreender o impacto das condigBes ambientais e barreiras
geograficas na distribuicdo mundial das populagdes patogénicas de
folhas e frutos (McDERMOTT e McDONALD, 1993). Além disso,
ajudaria a esclarecer como forgas evolutivas tais como selecéo,
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Figura 2: Sintomas da podriddo amarga em frutos(A) e da mancha foliar de
Glomerella em folhas (B) causados por Colletotrichum fructicola.

recombinacdo e fluxo génico afetam a persisténcia e viabilidade de
isolados com alta agressividade (McDERMOTT e McDONALD, 1993).

3.2  Metodologias aplicadas nos estudos populacionais de
Colletotrichum spp.

Colletotrichum é um género de fungos anamorfos hapléides do
filo Ascomycota, integrado por mais de 60 espécies reconhecidas
capazes de causar doenga sobre diversos hospedeiros (HYDE et al.,
2009). Atualmente as espécies sdo agrupadas em complexos de espécies,
cujos membros podem aparentar semelhangas morfoldgicas, patogénicas
ou especificidade de hospedeiro, enquanto possuem diferentes niveis de
homogeneidade genética (DAMM et al., 2010; WEIR et al., 2012). A
caracterizacdo das espécies € realizada mediante o uso de abordagens
moleculares associadas a técnicas complementares. As anélises
comparativas de sequéncias génicas multilocus tém permitido a
identificacdo de espécies de Colletotrichum com relativo sucesso,
entretanto, ndo h& consenso acerca de quais genes possam ser
informativos para estimativas da diversidade genética intra-especifica
(CAI et al., 2009; DAMM et al., 2010). Desde o desenvolvimento de
técnicas moleculares tais como amplificacdo aleatdria de DNA
polimorfico (RAPD), polimorfismos na longitude de fragmentos de
restricdo  (RFLP), polimorfismos na longitude de fragmentos
amplificados (AFLP) e analises de genes mitocondriais, estas tém sido
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amplamente utilizadas em estudos populacionais de Colletotichum spp.
com resultados variaveis (HYDE et al., 2009).

Marcadores moleculares baseados em polimorfismo no
comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP) e analises baseadas no
sequenciamento génico multilocus, tém sido previamente utilizados na
caracterizacdo de populacbes de Colletotrichum causadores de PA e
MFG nos EUA, Brasil e Uruguai (GONZALEZ et al., 2006; VELHO et
al., 2015). Apesar das técnicas baseadas no sequenciamento génico
multilocus serem capazes de identificar espécies com alta precisdo
(VELHO et al.,, 2015), outras abordagens moleculares devem ser
aplicadas para resolver questbes taxonémicas a nivel populacional intra-
especifico (KUMAR et al., 2011; McKAY et al., 2009; RAMPERSAD,
2013; RATANACHERDCHAI et al., 2010). Neste sentido, marcadores
moleculares do tipo de sequéncias internas simples repetidas (ISSR)
vém sendo aplicados com frequéncia nos estudos de biologia
populacional de Colletotrichum spp. Esta técnica consiste na
amplificacdo por PCR de segmentos de DNA flanqueados por duas
sequéncias idénticas de repetidos microssatelites orientadas em direcoes
opostas (REDDY et al., 2002). Estas sequéncias sdo consideradas
hipervariaveis, com altas taxas evolutivas, o qual permite a detecgdo de
polimorfismos ao nivel de individuos (WOLFE e LISTON, 1998).

Fendtipos baseados na compatibilidade vegetativa (somatica)
também tém sido utilizados como marcadores genéticos naturais para a
deteccdo de variabilidade populacional de vérias espécies de
Colletotrichum (BROOKER et al., 1991; GONCALVES et al., 2016;
LESLIE et al., 1993). Individuos vegetativamente compativeis sdo
capazes deformar tubos de anastomosconidais e fundir suas hifas com o
objetivo de intercambiar material genético, ou formar um micélio
heterocariético  geralmente com  dois nucleos  funcionais
simultaneamente (LESLIE et al, 1993; GONCALVES et al., 2016).
Estes individuos sdo classificados em “grupos de compatibilidade
vegetativa” (GCV), os quais tendem a formar populagdes com elevada
homogeneidade genética (LESLIE, 1993; SAUPE, 2000).

A determinacdo dos grupos de compatibilidade vegetativa é
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realizada mediante testes de complementacdo bioquimica, utilizando
isolados mutantes incapazes de utilizar o nitrato como fonte de
nitrogénio (mutantes nit) (BROOKER et al., 1991). Quando dois
mutantes nit compativeis vegetativamente e complementares conectam
ou fundem os tubos de anastomoses conidiais, 0 micélio heterocarionte
formado na zona de contato restabelece o fendtipo prototréfico
(selvagem) (LESLIE, 1993). Assim, somente o0s isolados
vegetativamente compativeis (e complementares bioquimicamente) séo
capazes de formar micélio heterocaridtico e passiveis de serem
detectados (BROOKER et al., 1991). Esta técnica tem permitido
diferenciar populacbes de Colletotrichum causadoras de PA e MFG no
Brasil e EUA (GONZALEZ et al., 2006).

3.3 Modelos de infeccéo de Colletotrichum spp.

Uma vez que invadem seu hospedeiro, os fungos patogénicos
podem utilizar diferentes estratégias para a obtencdo de nutrientes
(Figura 3). Por um lado, os fungos necrotréficos sdo aqueles que matam
rapidamente as células do hospedeiro para posteriormente se
alimentarem delas como saprofitas. Por outro lado, os fungos biotréficos
sdo aqueles que mantém relagBes estreitas com seus hospedeiros de
forma transitoria, ou por longos periodos que podem prolongar-se até a
esporulacdo do patégeno (MENDGEN e HAHN, 2002). Atualmente,
existem identificados varios modelos de colonizacdo para patdgenos
biotréficos tais como colonizacéo intercelular, subcuticular, intracelular,
extracelular com haustorios dentro das células epidérmicas ou
parenquimaticas. Entretanto, um tipo transitorio de biotrofia também é
observado durante o ciclo de colonizagdo dos patégenos
hemibiotréficos, como ocorre com a maioria das espécies do género
Colletotrichum (MUNCH et al., 2008; MENDGEN e HAHN, 2002).

Vérias estratégias de colonizagdo também tém sido descritas
particularmente para certas espécies de Colletotrichum (MUNCH et al.,
2008). A maioria apresenta ciclos de vida do tipo hemibiotroficos,
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Figura 3: Modelos de infeccdo hemibiotrofico descrito para Colletotrichum
higginsianum de Arabidopsis (A) e Colletotrichum graminicola do milho (Zea
mays) (B). Em ambos os casos, o conidio germina, forma um apressorio e inicia
uma infecgdo intracelular do tipo biotréfico nas células epidérmicas mediante o
desenvolvimento de hifas primarias. Posteriormente, o patdgeno muda seu
estilo de vida para necrotréfico e passa a matar o tecido hospedeiro mediante o
desenvolvimento de hifas secundarias. AP: Apressorio; PH: Hifa primaria; SP:
Esporo; SH: Hifa secundaria. Fonte: O"CONELL et al., 2012.

enquanto outras atuam como necrotroficos do tipo ‘subcuticulares
intramurais’, os quais se desenvolvem transitoriamente nas paredes
celulares das células epidérmicas do hospedeiro para logo colonizarem o
hospedeiro como tipicos necrotréficos (DIEGUES-URIBEONDO et al.,
2005). No entanto, a espécie C. higginsianum é considerada um modelo
classico de colonizacdo hemibiotréfica entre as espécies de
Colletotrichum (MUNCH et al., 2008; O"CONNELL et al., 2012; GAN
et al. 2013). Apds a penetracdo da cuticula, inicia sua colonizagdo como
patégeno biotréfico intracelularmente as células epidérmicas.
Posteriormente, o patégeno muda seu estilo de vida e desenvolve hifas
secundarias necrotroficas, as quais proliferam rapidamente no tecido
hospedeiro causando os sintomas tipicos da necrose (MENDGEN e
HAHN, 2002) (Figura 3).

Nédo existe atualmente um modelo completo de colonizacdo
descrito para o C. fructicola patogénico da macieira, no entanto, os
processos envolvidos desde a germinacdo dos conidios até a formagdo
de apressorios sdo conhecidos e similares aos das demais espécies de
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Colletotrichum (GONCALVES e STADNIK, 2012; ARAUJO et al.,
2014). Geralmente os conidios iniciam sua germinacdo em torno das 3
horas ap6s o contato com o patdgeno e, as 12 horas ja é possivel
observar apressorios melanizados, tanto sésseis quanto pedicelados
(GONCALVES e STADNIK, 2012; ROCKENBACH et al., 2015). Com
frequéncia é possivel observar varios apressorios por individuo, assim
como eventos de conidiogénese microciclica, antes mesmo do
aparecimento dos sintomas da MFG (ROCKENBACH et al., 2015).
Embora ndo exista um modelo completamente descrito, 0s mecanismos
iniciais de infeccdo observados do C. fructicola sdo semelhantes aos
modelos de colonizacdo descritos para outras espécies hemibiotroficas
de Colletotrichum (Figura 3).

3.4  Sistemas de defesa das plantas

A ativacéo diferencial dos sistemas de defesa nas plantas contra o
ataque por patogenos é determinada basicamente pela especificidade da
interacdo molecular patdégeno-hospedeiro. De forma geral, existem
descritos dois tipos de sistema de defesa nas plantas (JONES e DANGL,
2006). O primeiro, conhecido como sistema de defesa basal ou néo-
hospedeiro é ativado pela interagdo molecular entre receptores do
hospedeiro e padr6es moleculares associados aos patégenos (PAMPS),
tais como componentes estruturais dos patdgenos (INGLE et al., 2006)
(Figura 4). Este mecanismo de imunidade disparado por PAMPs (PTI) é
caracterizado por uma resposta rapida, inespecifica e local ao sitio de
infeccdo, porém, as sinalizacdes geradas nesta resposta determinarédo ou
ndo a subsequente ativacdo dos mecanismos de defesa especificos aos
patégenos (CHISHOLM et al., 2006; DODDS e RATHJEN, 2006).

O segundo sistema de defesa é geralmente definido como
sistema de defesa mediado por genes R, ou disparada por efetores
patogénicos (de aviruléncia) (ETI) (JONES e DANGL, 2006). A
ativacdo da ETI é geralmente determinada pelo reconhecimento
especifico de certas moléculas liberadas pelos patégenos durante a PTl e
proteinas codificadas pelos genes R do hospedeiro (conhecidas como
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Figura 4: Modelo ‘zig-zag’ do sistema imune das plantas ativado contra
patdégenos. Padrdes moleculares associados aos patdgenos (PAMPS) sdo
reconhecidos pelo hospedeiro, os quais ativam a denominada imunidade
ativada por PAMPs (PTI). Em resposta, o patogeno libera efetores de viruléncia
gue podem bloquear a PTI e tornar o hospedeiro suscetivel (ETS). No entanto,
0 hospedeiro pode reconhecer tais efetores patogénicos mediante a expressao
de proteinas R e ativar um estado de resisténcia disparada por efetores (ETI).
ETI: Imunidade disparada por efetores patogénicos; ETS: Suscetibilidade
disparada por efetores; HR: Resposta de hipersensibilidade; PTI: Imunidade
disparada por PAMPS. Fonte: JONES e DANGL, 2006.

proteinas R) (GLAZEBROOK et al., 2005; DODDS e RATHIJEN,
2006). A maioria dos genes R codificam para proteinas do tipo
Nucleotide Binding Site (NBS), os quais unem ATP ou GTP, e do tipo
Leucine Reach Repeat (LRR), ricos em leucina e com funcdes de
reconhecimento dos efetores. A especificidade das interagdes
moleculares efetores-proteinas R determinard a ativacdo diferenciada
dos mecanismos de defesa contra patégenos biotroficos ou necrotréficos
(DODDS e RATHJEN, 2006; JONES e DANGL, 2006; VAN LOON et
al., 2006).

As respostas de defesa dos hospedeiros contra o ataque por
patégenos geralmente envolve a sintese e acimulo de moléculas e
proteinas com agdes sinalizadoras e fungitoxicas (GLAZEBROOK et
al., 2005). Moléculas sinalizadoras especificas podem se translocar para
sitios distais no hospedeiro e induzir estados de resisténcia sistémica
mediante modificacbes na expressdo génica. Uma das moléculas
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sinalizadoras mais estudadas é o &cido salicilico (AS), amplamente
envolvido nas respostas locais e sistémicas principalmente contra
patégenos biotréficos (VLOT et al., 2009). Nestes casos, a ativacao da
ETI envolve a sintese de espécies reativas de oxigénio (ERO) e o
acumulo de AS nos sitios locais da infeccdo e, posteriormente, a
repressdo da morte celular dependente de AS nas regides proximas ao
sitio de infeccdo (SHETTY et al., 2008). Por outro lado, o etileno (ET) e
0 4&cido jasmonico (AJ) estdo mais relacionados nas sinalizacGes
moleculares envolvidas nas respostas de defesa contra patégenos
necrotréficos (GLAZEBROOK et al., 2005), no entanto ndo se pode
descartar que outras moléculas sinalizadoras possam estar envolvidas
nas respostas contra patdégenos hemibiotréficos durante o estagio
necrotrofico.

A resposta conhecida como explosdo oxidativa consiste na
sintese e acimulo de ERO com atividades fungitdxicas tais como anion
superdxido (Oy), radicais de hidroxila (OH), peréxido de hidrogénio
(H,0,) e 6xido nitrico (NO), no local da infeccdo do patdgeno (Figura
5) (THORDAL-CHRISTENSEN et al., 1997; GREENBERG e YAO,
2004; SHETTY et al., 2008). Os acimulos de H,O, e O,  séo eliminados
por enzimas peroxidases (POX) e superoxido-dismutases (SOD),
respectivamente, a fim de manter uma homeostase redox por abaixo de
um limiar toxico para o hospedeiro (SHETTY et al., 2008). O acumulo
de ERO induz um tipo de morte celular programada denominada reacéo
de hipersensibilidade (RH). Algumas RH podem ser independentes do
acumulo de H,O, ou NO, e geralmente estdo orientadas contra
patégenos biotréficos, uma vez que a morte celular ndo seria um
mecanismo plausivel contra patdgenos necrotréficos (GLAZEBROOK
et al., 2005). Por outro lado, a RH pode ser ambigua contra patdgenos
hemibiotréficos nos estagios iniciais da infeccdo, considerando que estes
patégenos possuem estagios necrotréficos apds a fase biotrofica
(CHISHOLM et al., 2006; JONES e DANGL, 2006).

Outro componente importante relacionado aos mecanismos de
defesa do hospedeiro estd relacionado com a fungdo de proteinas
expressadas apds o contato com o patdgeno, denominadas como
relacionadas a patogenicidade (proteinas PR) (VAN LOON et al., 2006).
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Figura 5: Possiveis fontes e envolvimento das espécies reativas de oxigénio nas
respostas de defesa contra patdgenos biotréficos e necrotréficos. Fonte:
SHETTY etal., 2008.

Este conjunto de proteinas é agrupado em 17 ‘familias’, cada uma com
diferentes funcgdes antimicrobianas e atividades no metabolismo vegetal
secundario, muitas das quais sdo induzidas nas interacdes compativeis e
incompativeis mediadas por genes R (JONES e DANGL, 2006; VAN
LOON et al, 2006). A maioria das proteinas PR sdo translocadas para o
apoplasto, enquanto outras sdo encontradas exclusivamente no
citoplasma como ocorre com as do tipo PR-10 (JAIN e KUMAR, 2015).
Além disso, as plantas sdo capazes de coordenar a expressdo de
proteinas PR especificamente contra patdgenos biotréficos ou
necrotréficos (VAN LOON et al., 2006).

As interacfes incompativeis com certos patégenos Ssdo
determinadas pelo acimulo especifico de certas proteinas PR. Por
exemplo, a expressdo da proteina PR-1 é considerada como um
marcador do acimulo de AS e inducdo de SAR contra patégenos
biotréficos (VLOT et al.,, 2009). Porém, trabalhos anteriores tém
demonstrado que a inducdo de SAR em plantas demacieira ndo esta
relacionada com inducdo ou acimulo de PR-1 em macieira (GAU et al.,
2004; BONASERA et al., 2006). Por outro lado, a inducdo da expressao
do gene PR-10 pode estar associada com vias de sinaliza¢cbes mediadas
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por AS, ET e AJ, durante interacbes compativeis ou incompativeis
(JAIN e KUMAR, 2015), uma vez que o acimulo de PR-10 tém sido
observado em plantas tratadas com AS ou H,0, (JWA et al., 2001).
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4 CAPITULO Il - GENETIC STRUCTURE OF Colletotrichum
fructicola ASSOCIATED TO APPLE BITTER ROT AND
Glomerella LEAF SPOT IN SOUTHERN BRAZIL AND
URUGUAY?

Mathias Ferrari ROCKENBACH? , Aline C. VELHO? , Amanda E.
GONCALVES?, Pedro E. MONDINO?® , Sandra M. ALANIZ® | Marciel
J. STADNIK?

4.1 Resumo

Colletotrichum fructicola é a principal espécie causadora de
podriddo amarga (PA) da macieira e da manha foliar de Glomerella
(MFG) no sul do Brasil, e PA no Uruguai. O objetivo deste trabalho foi
determinar a estrutura genética da espécie C. fructicola causadora de PA
e MFG no Brasil e Uruguai. Foram utilizados em total cinquenta e seis
isolados de C. fructicola provenientes de ambos os paises. Vinte e oito
(90,3%) dos trinta e um isolados brasileiros causaram sintomas tipicos
de MFG; enquanto apenas seis (24,0%) dos 25 isolados uruguaios foram
capazes de infectar folhas, neste caso causando sintomas atipicos.
Ambas as populagdes mostraram niveis semelhantes de diversidade
genética de Nei (h = 0.088 e h = 0.079, para a populacdo brasileira e
uruguaia, respectivamente) e foram agrupadas em dois grupos genéticos
gue mostraram correlacdo com a origem geografica dos isolados. A
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analise de coordenadas principais e a analise filogenética baseada no
método UPGMA também agruparam os isolados brasileiros e uruguaios
em dois grupos com 78% de semelhanca genética entre si pelo
coeficiente DICE, com 100% de probabilidade. A determinacdo dos
grupos de compatibilidade vegetativa (GCV) foi realizada mediante
testes de complementacdo bioquimica utilizando isolados mutantes ndo
utilizadores de nitrato. Todos (100%) os isolados uruguaios foram
agrupados em um grupo de compatibilidade vegetativa (GCV1),
enquanto que os isolados brasileiros foram agrupados em quatro GCV
(GCV1-4) nas seguintes proporgdes: 7% no GCV1 (3,5% causadores de
PA e 3,5% causadores de MFG), 60% no GCV2 (17% causadores de PA
e 43% causadores de MFG), 23% no GCV3 (17% causadores de PA e
6% causadores de MFG) e 10% no GCV4 (6% causadores de PA e 4%
causadores de MFG). Finalmente, a identificacdo dos fendtipos de
crescimento em quatro fontes diferentes de nitrogénio permitiu a
identificacdo de trés tipos de mutantes nit (nitl, nit2 e nit3), para os
quatro pares de isolados mutantes de referéncia utilizados na
determinacdo dos GCV. Os resultados demonstraram que as populacfes
brasileiras e uruguaias de C. fructicola sdo geneticamente distintas entre
si e sugerem que os isolados brasileiros causadores de MFG evoluiram a
partir de populagdes brasileiras causadoras de PA. Por outro lado, a
auséncia de isolados altamente agressivos causadores de MFG no
Uruguai poderia estar relacionada com as condi¢des climaticas da regido
e a baixa disponibilidade de hospedeiros suscetiveis nos pomares
uruguaios; no entanto, este trabalho demonstrou que ja existem isolados
com baixa agressividade capazes de causar sintomas atipicos da MFG.

Palavras-chave: Malus domestica. Colletotrichum  fructicola.
Patogenicidade. Grupos de Compatibilidade Vegetativa. Mutantes Néo-
utilizadores de Nitrato. Sequéncias Repetidas Inter-microssatélites.



35

5 CAPITULO Il - RESISTANCE OF APPLE LEAVES TO
INFECTION BY Colletotrichum fructicola ACTS
INDEPENDENTLY OF HYPERSENSITIVE REACTION AND
PR-1 GENE EXPRESSION*

Mathias Ferrari ROCKENBACH? , Aline C. VELHO? , Sandra M.
ALANIZ®, Marciel J. STADNIK?

5.1 Resumo

A mancha foliar de Glomerella (MFG) é umas das doengas mais
importantes que afeta a cultura da maga no Brasil. Enquanto macieiras
da cv. Gala sdo altamente suscetiveis a MFG, as da cv. Fuji séo
completamente resistentes a esta doenca. O objetivo deste trabalho foi
determinar se a resisténcia completa da macieira @ MFG esta associada
com inducdo de reacdo de hipersensibilidade (RH), aumento da
atividade enzimética antioxidante e inducéo da expressao dos genes PR-
1 e PR-10. Foram utilizadas mudas de macieira resistentes e suscetiveis
a MFG com dois a trés meses de idade, produzidas na proporcéo 1:1 a
partir de sementes de 'Gala’ polinizadas com 'Fuji'. As plantas foram
aspergidas com in6culo de Colletotrichum fructicola a uma
concentracdo de 1,0 x 10° conidios/ml, mantidas em camara Umida
durante 48 horas a 25-30°C e posteriormente em casa de vegetacdo
durante cinco dias a temperatura ambiente. Folhas superiores (primeira a
terceira folha completamente expandida) desenvolveram em média 40%
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de necrose, enquanto que folhas intermediarias (quarta e quinta folha) e
inferiores (sexta a oitava folha) desenvolveram em média 20% e 4% de
necrose, respectivamente. Esta resisténcia relacionada com a idade das
folhas é conhecida como ontogénica, e pode ser resultado do acimulo de
compostos antioxidantes nas folhas mais velhas. Por outro lado, a
germinacdo dos conidios e formacgdo de apressérios do patégeno tendeu
a localizar-se nas jungfes das células epidérmicas, tanto em folhas
resistentes quanto suscetiveis, o qual sugere uma penetracdo (ou
tentativa de, nas plantas resistentes) intramural por parte deste fungo. O
acumulo de peroxido de hidrogénio nas paredes celulares anticlinais, e o
associado com a RH foi baixo e ndo esteve associado a resisténcia ao C.
fructicola. Entretanto, as atividades antioxidantes das enzimas ascorbato
peroxidase, guaiacol peroxidase e superoxido dismutase ndo variaram
nas plantas resistentes, nem nas suscetiveis inoculadas com o patégeno.
Por outro lado, o contedo foliar de peroxido de hidrogénio
praticamente ndo variou nas folhas resistentes e suscetiveis inoculadas
com C. fructicola. Neste sentido, estes resultados e evidéncias anteriores
parecem indicar uma modulacdo da resposta oxidativa no hospedeiro
por parte do patdgeno, durante seu estabelecimento na fase biotrofica.
Finalmente, a expressao do gene PR-1 ndo variou ao longo do tempo nas
plantas resistentes e suscetiveis inoculadas com o patégeno. No entanto,
a expressao do gene PR-10 foi sobre-regulado em duas e trés vezes nas
plantas resistentes e suscetiveis as 24 h.a.i., respectivamente; e em 4
vezes nas plantas suscetiveis as 48 h.a.i. Em conjunto, os resultados
sugerem que a resisténcia da macieira a infeccdo pelo C. fructicola ndo
esta associada com a inducdo da RH e inducdo da expressdo do gene
PR-1.

Palavras-chave: Malus domestica. Colletotrichum fructicola. Mancha
Foliar de Glomerella. Resisténcia Ontogénica. Reacdo de
Hipersensibilidade. Genes Relacionados & Patogenicidade.
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6 CONCLUSOES GERAIS

Neste trabalho, demonstramos que as populacfes Brasileiras e
Uruguaias de C. fructicola causadoras de PA e/ou MFG no Brasil e
Uruguai sdo geneticamente diferentes e se encontram em estados
evolutivos diferentes. As diferencas ao nivel da patogenicidade, grupos
de compatibilidade vegetativa e loci microssatélites, indicaram um fluxo
de individuos muito baixo entre ambos os paises que, pelo momento,
ndo tem causado suficiente impacto no Uruguai como para 0
estabelecimento da MFG como uma doenca emergente. Entretanto, sera
importante que exista um estrito controle no intercAmbio de material
propagativo entre o Brasil e Uruguai com o objetivo de impedir uma
possivel transferéncia de isolados de Colletotrichum causadoras de
MFG com alta agressividade e capacidade adaptativa. Por outro lado,
neste trabalho mostramos que plantas de macieira suscetiveis a MFG
apresentam resisténcia ontogénica a esta doenca, enquanto que a
resisténcia completa ndo esta associada com actmulos de peroxido de
hidrogénio, inducdo de respostas hipersensitivas e expressdao do gene
PR-1.
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