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RESUMO

O Brasil esté entre os dez principais paises produtores de meldo no mundo, com destaque
a regido Nordeste, que domina 95% da produg¢do nacional. Um dos principais entraves na
producdo de meldo, ¢ a ocorréncia de doengas fingicas, que limitam o desenvolvimento
da cultura. Diante disso, o presente estudo buscou identificar, a nivel molecular e
morfologico, e analisar a patogenicidade de isolados de Colletotrichum coletados em
meloeiro. Plantas que apresentaram sintomas semelhantes aos sintomas da antracnose,
foram coletadas em areas comerciais de meldo localizadas no estado do Rio Grande do
Norte. Em seguida, as amostras foram levadas ao laboratério de Microbilogia e
Fitopatologia (LAMIFI) e realizado o isolamento e o cultivo monosporico dos isolados
fungicos pertencentes ao género Colletotrichum. As culturas monosporicas foram
utilizadas para caracterizagdo molecular, morfoldgica, e patogenicidade dos isolados.
Para a caracterizagdo molecular, os isolados foram sequenciados utilizando regides
parciais do espagador transcrito interno (ITS), gliceraldeido-3-fosfatodesidrogenado
(GAPDH), actina (ACT), beta-tubulina (TUB) e quitina sintase 1 (CHS-1), também fo1i
realizado o estudo da diversidade genética utilizando os marcadores de DNA ISSR (Inter
Simple Sequence Repeats). Para a caracterizacdo morfoldgica dos isolados, discos
contendo estruturas fungicas foram dispostos em placas de Petri para avaliar a coloragao
das colonias e andlise dos formatos e dimensdes dos conidios. Para o teste de
patogenicidade, o ensaio foi conduzido em casa de vegetacio e o delineamento
experimental foi inteiramente casualizado (DIC) com cinco repeticdes por isolados.
Foram utilizadas mudas de meldo amarelo hibrido Goldex, e uma suspensio de 10°
conidios/mL de cada isolado e pulverizados em folhas feridas com agulhas esterilizadas,
e apos inoculadas, foram mantidas em camara umida. Posteriormente, foi avaliado o
surgimento dos sintomas nas folhas e realizado o reisolamento para a confirmagao do
agente patogénico. Os resultados das andlises de sequenciamento permitiram a
identifica¢dao de duas espécies: Colletotrichum plurivorum e Colletotrichum truncatum.
As colonias dos isolados pertencentes a espécie C. plurivorum apresentaram micélio
algodonoso, de coloragao cinza rosado, € no reverso, marrom escuro rosado, com
acérvulos no centro, apresentando, em alguns isolados, halo preto, e os conidios eram
hialinos, cilindricos com extremidades obtusas, com comprimento e largura medindo:
(18,94 a2 16,67um) e (7,56 a 6,06 um). Para isolados da espécie C. truncatum, as colonias
apresentaram micélio acinzentado rosado pulverulento no anverso, € pontuacdes preto
rosado no reverso. Os conidios eram hialinos, falcados com é&pices afilados, com
comprimento e largura medindo: (27,86 a 27,14 um) e (4,11 a 4,04 um). Foi possivel
observar o surgimento de sintomas de antracnose semelhantes aos observados em campo,
em todas as folhas inoculadas com o patdogeno, enquanto nenhum sintoma foi observado
nas folhas do controle. O reisolamento confirmou as duas espécies como agente causal e
o ensaio foi repetido mais uma vez e reproduzido os mesmos resultados.

Palavras-chave: Cucumis melo L., Doencgas fingicas, Antracnose.



ABSTRACT

Brazil is among the world's top ten melon-producing countries, emphasizing the
Northeast region, which dominates 95% of national production. One of the main obstacles
in melon production is the occurrence of fungal diseases, which limit crop development .
Given this, the present study sought to identify, at a molecular and morphological level,
and analyze the pathogenicity of Colletotrichum isolates collected from melon trees.
Plants that showed symptoms similar to anthracnose symptoms were collected in
commercial melon areas located in the state of Rio Grande do Norte. Then, the samples
were taken to the Microbiology and Phytopathology laboratory (LAMIFI), and isolation
and monosporic cultivation of fungal isolates belonging to the genus Colletotrichum were
carried out. Monosporic cultures were used for molecular and morphological
characterization, and pathogenicity of the isolates. For molecular characterization, the
isolates were sequenced using partial regions of the internal transcribed spacer (ITS),
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenated (GAPDH), actin (ACT), beta-tubulin
(TUB) and chitin synthase 1 (CHS-1), The study of genetic diversity was also carried out
using ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) DNA markers. For the morphological
characterization of the isolates, discs containing fungal structures were placed in Petri
dishes to evaluate the color of the colonies and analysis of the shapes and dimensions of
the conidia. The pathogenicity test was conducted in a greenhouse and the experimental
design was completely randomized (DIC) with five replications per isolate. Goldex
hybrid yellow melon seedlings were used, and a suspension of 10° conidia/mL of each
isolate was sprayed on wounded leaves with sterilized needles. After inoculation, plants
were kept in a humid chamber. Subsequently, the appearance of symptoms on the leaves
was evaluated, and reisolation was carried out to confirm the pathogenic agent. The
sequencing analysis results allowed the identification of two species: Colletotrichum
plurivorum and Colletotrichum truncatum. The colonies of isolates belonging to the
species C. plurivorum presented cottony mycelium, pinkish gray color, and on the
reverse, dark pinkish brown, with acervuli in the center, presenting, in some isolates, a
black halo, and the conidia were hyaline, cylindrical with ends obtuse, length and width
measuring: (18.94 to 16.67um) and (7.56 to 6.06 um). For isolates of the species C.
truncatum, the colonies showed powdery pinkish-gray mycelium on the obverse and
pinkish-black spots on the reverse. The conidia were hyaline, falcate with tapered apices,
with length and width measuring: (27.86 to 27.14 um) and (4.11 to 4.04 pum). It was
possible to observe the emergence of anthracnose symptoms similar to those observed in
the field in all leaves inoculated with the pathogen. No symptoms were observed in the
control leaves. Reisolation confirmed the two species as the causal agent. The test was
repeated and the same results were reproduced.

Keywords: Cucumis melo L., Fungal diseases, Anthracnose.
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INTRODUCAO GERAL

O meloeiro ¢ uma espécie de ciclo anual de ampla adaptagdo climatica, com centro
origem na Africa e Asia (Landau ef al., 2020). Pertencente & familia das Cucurbitaceas,
que compreende 120 géneros e mais de 800 espécies que incluem as culturas do melao
(Cucumis melo L.), melancia (Citrullus lanatus), pepino (Cucumis sativus var. sativus L.)
e abobora (cucurbita moschata L.) (Anastacio et al., 2021; Nascimento et al., 2021;
Rocha et al., 2021).

A cultura do meloeiro pode estar sujeito ao ataque de diversos patdogenos, sendo
eles, os fungos e oomicetos como os principais agentes patogénicos. Dentre as principais
doengas relatadas, podemos mencionar o tombamento de mudas causadas por
Rhizoctonia solani, Pythium spp. € Phytophthora capsici, crestamento gomoso causado
por Didymella bryoniae, oidio causado por Podosphaera xanthii, mancha de alternaria
causada por Alternaria cucumerina, mancha de cercospora causada por Cercospora
citrullina, mildio causado por Pseudoperonospora cubensis e antracnose causado por
Colletotrichum orbiculare (=Sin. C. lagenarium) (Reis; Feitosa, 2022).

Entre os anos de 2022 e 2023, produtores de melao em fazendas comerciais e
funcionarios de empresa produtoras de meldo relataram o surgimento frequente de
doengas foliarias com sintomas caracteristicos a sintomas da antracnose, com isso,
percebeu-se a necessidade de estudar mais profundamente sobre os casos que vinham
surgindo, confirmar a patogenicidade, conhecer as espécies de Colletortichum de
ocorréncia nessas areas e a diversidade entre as espécies para que essas informacgdes
sirvam como base para estratégias de manejo da doenga no meloeiro.

A antracnose ¢ a doenga causada por fungos do género Colletotrichum que tem o
seu desenvolvimento favorecido em condi¢des de umidade acima de 80% e temperaturas
na faixa de 21 a 27 °C (Reis; Feitosa, 2022). Este género estd entre os dez mais
importantes géneros de fungos fitopatogénicos do mundo devido a capacidade de infectar
e causar doengas em diversas culturas (Dean et al., 2012; Liu et al., 2022).

O Colletotrichum ¢é representado por mais de 200 espécies, pertencentes a 15
complexos de espécies que incluem endofiticos, saprofitos e patogénicos, que sdo
responsaveis por causarem doengas em Carica papaya, Glycine max, Manihot esculenta
entre outras culturas espalhadas pelo mundo (EFSA ef al., 2021; Liu et al., 2022).

Condigoes de alta umidade elevam a maior suscetibilidade do meloeiro a doengas

fungicas além de interferir na produgdo do fruto, influenciando na formagao de frutos de
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baixa qualidade e com reducdo no seu tamanho, o que ndo ¢ nada interessante para o
mercado (Costa, 2017). O meloeiro ap6s infectado pelo patdogeno, exibem nas folhas
manchas necrdticas com ou sem halo amarelado, ou avermelhado. Com o avango da
doenga, o patdogeno se espalha pela planta, ocasionando queda do tecido foliar, reduzindo
a taxa fotossintética, e consequentemente, a produgdo (Reis; Feitosa, 2022).

Estudos sobre a diversidade genética das populagdes de patdogenos sdo essenciais
para se obter informagdes sobre o nivel e distribui¢do da variabilidade genética de
individuos que habitam em uma regido, uma vez que, esses patdogenos caso tenha alta
variacdo génica, podem apresentar caracteristicas que os tornam dificeis de controlar
(Sasseron, 2015). Portanto, existe a necessidade de estudos sobre a biologia, genética e
identificagdo do patdgeno, analisando a sua variabilidade genética, para assim, servir
como base para determinar estratégias mais eficientes para o controle do patégeno.

A determinacao da diversidade genética dos individuos pode ser obtida através de
técnicas moleculares e caracteristicas morfologicas, o que permite a selecdo genotipica, a
caracterizacdo de germoplasma, além de conhecer a variabilidade genética entre
populagdes e a obtengdo de informagdes sobre as estruturas de caracteristicas
quantitativas (Dotto et al., 2020).

Os marcadores moleculares podem ser obtidos por hibridizagdo, como por
exemplo o marcador RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism); ou por
amplificagdo do DNA como o RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), SCAR
(Sequence Characterized Amplified Regions), STS (Sequence Tagged Sites), AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism), SSR ou microssatélites (Simple Sequence
Repeats) e ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) (Oliveira et al., 2021).

Entre os marcadores, temos o método de repeticio de sequéncia simples
intercalada (ISSR), que ¢ eficiente na geracdo de /ocus polimdrficos importantes que
contribuem para estudos de diversidade genética. Esse método amplifica um fragmento
de DNA, através de primers de sequéncia repetida em tandem, delimitado por duas
regides de microssatélites invertidos, resultando em marcas com alto nivel de
polimorfismo que sdo separadas em eletroforese e analisadas a partir da presenga e
auséncia de bandas de determinado peso molecular (Oliveira, 2012; Lacerda et al., 2002).

Os estudos para identificagdo de fungos como por exemplo: diversidade,
taxonomia via microscopia e chaves, sao métodos considerados frageis a para realiza¢ao
da identificacdo a nivel de espécie, sendo necessario, utilizagao de técnicas moleculares

por apresentarem maior consisténcia e confiabilidade a classificagdo (Ledo ef al., 2021).
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As regides dos espacadores ITS evoluem rapidamente e variam
intraespescificamente nas sequencias de base e comprimento, sendo bastante utilizadas
para taxonomia de espécies e géneros de fungos (Menezes et al., 2010). No entanto, para
identificacdes mais precisas sdo necessarios a realizagdo de analises filogenéticas
variando nas regides génicas associadas com avaliagdes morfologicas (Pinho; Machado;
Firmino, 2016).

Para o sucesso na realizacdo do sequenciamento visando identificar a nivel
molecular os isolados desse estudo, foram utilizados iniciadores especificos: ITS
(“Internal Transcribed Spacer”), GAPDH (Gliceraldeido-3-fosfatodesidrogenase), ACT
(Actina), TUB (B-tubulina) e CHS-1 (Quitina Sintase 1), que foram suficientes para
identifica¢do confidvel das duas espécies de C. truncatum e C. plurivorum.

Com isso, 0 objetivo do trabalho foi caracterizar a nivel morfoldgico e molecular
espécies de Colletotrichum, causador da antracnose em meloeiro, e estudar a diversidade

desses patogenos.
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CAPITULO I

PRIMEIRO RELATO DE Colletotrichum plurivorum e Colletotrichum truncatum
CAUSANDO ANTRACNOSE EM Cucumis melo L NO BRASIL

Daniela Almeida de Assunc¢do!, Luiz Fernando Bezerra Evangelista!, Talison Eugenio da
Costa!”, Jarlan Lucas dos Santos Silva!?, Elisandra Alves Bento', Jorge Alves da Silva
Neto!, Washington Luis da Silva'** 7, Marcia Michelle de Queiroz Ambrosio® ¥, Iona

Santos Aratjo Holanda' "

"Departamento de Ciéncias Agronomicas e Florestais, Universidade Federal Rural do

Semi-Arido- UFERSA, Campos Mossord, Mossord, RN 59.625-900, Brazil

’Departament of Plant Pathology and Ecology, The Connecticut Agricultural Experiment

Station, New Haven, CT 06511, USA.

3Department of Plant Science and Landscape Architecture, The University of

Connecticut, Storrs, CT 06569, USA.

O meloeiro (Cucumis melo L.) ¢ uma das culturas mais importante economicamente para
o Brasil, com producao em torno de 699.281 toneladas ao ano (FAO, 2024 ). As doengas
fingicas sao um dos maiores entraves a producdo de melao (Nascimento et al., 2018).
Com base nos relatos de produtores de meldo na maior regido de producdo do Brasil,
cerca de 80% das plantas apresentaram sintomas de antracnose em campo. Em junho de
2022 a junho 2023, foram coletadas folhas de meloeiro exibindo sintomas de manchas
necroticas marrons com alo amarelado em seis campo de meldo (4°58'56"S 37°31'36"W,
4°54'27.2"S 37°24'05.5"W, 4°54'6"S 37°25'58"W, 4°54'41"S 37°26'14"W, 5°40'11"S
37°14'43"W, 5°27'00.7"S 36°42'00.1"W). Foram amostradas aleatoriamente 10 plantas
por fazenda. Pequenos fragmentos de folhas sintométicas foram desinfestados em etanol
70% e NaClO 2,5%, em seguida, os fragmentos foram lavados em 4gua autoclavada, e
plaqueados em meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) com tetraciclina
(0,05g/1itro). As placas foram mantidas a 28°C, sob fotoperiodo de 12 horas. Onze

isolados de Colletotrichum foram repicadas novamente para o meio BDA, e apos
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crescimento foi realizado o cultivo monospdrico para a realizagdo das analises
morfoldgicas, patogenicidade e identificacdo molecular. Apos sete dias, as colonias
apresentaram coloragdo marrom-rosada escuras com acérvulos no centro e micélio
algodonoso e apresentavam uma borda preta, lembrando C. plurivorum (Zhang et al.,
2023). Os conidios dessas colonias eram asseptados, hialinos, cilindricos com
extremidades obtusas e tamanho 17,76 x 7,06 pm (n=50). As outras colonias dos isolado
apresentavam micélio cinza-rosados com niimeros microesclerodios pretos. Os conidios
eram hialinos, falcados e tinham tamanho de 27,28 x 4,10 um (n=50), assemelhando-se a
morfologia de C. truncatum (Yu et al., 2023). O DNA dos onze isolados foram extraidos
e as regides parciais do espagador transcrito interno (ITS), gliceraldeido-3-
fosfatodesidrogenado (GAPDH), actina (ACT), beta-tubulina (TUB) e quitina sintase 1
(CHS-1) foram amplificadas por PCR, sequenciados e submetidos ao Genbank (Tabela
eXtral). A arvore filogenética para maximum likelihood foi gerada com as sequéncias
concatenadas dos cinco genes no Software MEGA (Versao 11.0.10) (Tamura et al., 2021).
Os isolados CMLS, CML8, CML9, CML10, CML11, CML14, CML15, e CML25 foram
agrupados com Colletotrichum plurivorum CBS 125474 (Complexo orchidearum) e os
isolados CML26, CML27 e¢ CML28 com Colletotrichum truncatum CBS 15:35
(complexo truncatum) com 98% e 84% de suporte de Boostrap, respetivamente. A
patogenicidade foi testada seguindo o método de Baishuan et al. (2023), foram realizados
microferimentos em folhas de mudas de meldo ‘Goldex Yellow’ e inoculadas com
suspensdo de esporos de colonias com sete dias de crescimento, com 10° esporos/mL, de
todos os isolados, pulverizados até o ponto de escorrimento. Para o controle negativo foi
utilizado 4dgua destilada autoclavada. Apds nove dias, sintomas de antracnose semelhantes
aos observados em campo, foram observados em todas as folhas inoculadas com o
patogeno, enquanto nenhum sintoma foi observado nas folhas do controle. Foi realizado
o reisolamento e a morfologia dos fungos observados foram idénticos aos patdgenos
observados das plantas coletadas do campo. Foram utilizadas cinco mudas por tratamento
e o ensaio foi repetido e reproduzidos os mesmos resultados. A espécie de C. plurivorum
ja foi relatada causando doenga em pepino no Brasil (Silva et al., 2023) e C. plurivorum
e C. truncatum em Citrullus lanatus na China (Guo et al., 2022). Até onde sabemos, este
¢ o primeiro relato de C. plurivorum e C. truncatum causando antracnose em meloeiro.
Este relato servira de base para futuros estudos que visarem determinar estratégias de

controle de antracnose em meloeiro.
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Tabela eXtral: Numero de acesso das sequencias depositadas no GenBank para as regides parciais do espacador transcrito interno (ITS),
gliceraldeido-3-fosfatodesidrogenase (GAPDH), actina (ACT), beta-tubulina (TUB) e quitina sintase 1 (CHS-1).

Patogeno Locaizagdo Coordenadas Hospedeiro Isolado ACT CHS GADPH ITS TUB
C. plurivorum  Mossord ;;gj%;%%v Cucumis meloL. CML5 OR343422 OR343440 OR343458 OR333913 OR343476
C. plurivorum  Mossord ;;gj%;%%v Cucumis meloL. CMLS OR343425 OR343443 OR343461 OR333916 OR343479
C. plurivorum  Tibau 37402554,568,,SW Cucumis meloL. CML9 OR343426 OR343444 OR343462 OR333917 OR343480
C.plurivorum  Tibau 35803 CucumismeloL. CMLI0 OR343427 OR343445 OR343463 OR333918 OR343481
C.plurivorum  Tibau 35508 CucumismeloL. CMLI1 OR343428 OR343446 OR343464 OR333919 OR343482
C.plurivorum  Upanema 0 Y015 Cucumis melo L. CMLI4 OR343431 OR343449 OR343467 OR333922 OR343485
C. plurivorum  Upanema 2 %010 Cucumis melo L. CMLIS OR343432 OR343450 OR343468 OR333923 OR343486
C.plurivorum  Tibau 45803 CucumismeloL. CML25 OR343438 OR343456 OR343474 OR333929 OR343492
C truncatum ~ 2omso - S%2T00.7'S . i melo L. CML26  PP105756 PP105759 PP118308 PP097204 PP105753
Bezerra  36°42'00.1"W

C truncatum ~ 2oms0 - 27007 o s melo L. CML27 PP105757 PP105760 PP118309 PP097205 PP105754
Bezerra  36°42'00.1"W

C truncatum ~ 2oms0 - S%2T00.7'S . e meloL. CML28 PP105758 PP105761 PP118310 PP097206 PP105755
Bezerra  36°42'00.1"W
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Colfetotrichum plurivorum CML0OS
Colletotrichum plurivorum CMLO9
Coltetotrichum plurivorum CML25
Coltetotrichum plurivorum CML15
Colletofrichum plurivorum CML14
Colfetotrichum plurivorum CML11
Colletotrichum plurivorum CML10

Colletotrichum plurivorum CML08
Colletotrichum plurivorum strain CBS 125474
Colletotrichum cliviicola strain CBS 125375
Colletotrichum vittalense strain CBS 18182
100| Colletotrichum orchidearum strain CBS 135131
Colletotrichum musicola strain CBS 132885
Colletotrichum cattleyicola strain CBS 17049
Colletotrichum piperis strain IMI71397
Colletotrichum sofae strain ATCC 62257

93

Colletotrichum truncatum CML26
100] Cofletotrichum truncatum CML28
100 | | Cofletotrichum truncatum CML27

Colletotrichum truncatum CBS.151.35
100

Colletotrichum acidae strain MFLUCC17-2659

sa | 195 Coffetotrichum fusiforme isolate TC20

Colletotrichum curcumae strain TJO709

Colletotrichum jasminigenum strain LCA923

Colletotrichum gloeosporioides strain CBS 112999

0.80

Fig. Supplemental S1. Arvore de maxima verossimilhanca construida com sequéncias
concatenadas de cinco sequéncias parciais das regides genomicas ITS, GAPDH, ACT,
TUB, CHS-1, dos onze isolados CML5, CMLS, CML9, CML10, CMLI11, CMLI14,
CML15, CML25, CML26, CML27, CML28. Os numeros nos nos indicam os valores de
Boostrap.
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Fig. suplementar S2. Sintomas de antracnose em folhas de meloeiro observados em
campo (1;2;3). Acérvulo C. truncatum observados em microscopio estereoscopico (40X)
(4;6). Conidiomatas de C. plurivorum observados em microscopio estereoscopico (40X)
(L). Conidios e seta de C. truncatum observados em microscopio optico (100x) (7).
Conidios e seta de C. plurivorum observados em microscopio optico (100x). Folhas de
meloeiro inoculadas com os isolados de C. truncatum(9), C. plurivorum (12), controle
(11) com sintomas similares aos observados em campo. Colonia de C. plurivorum

(10;13). Colonias de C. truncatum (14;15).
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CAPITULO II: CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E MOLECULAR DE
Colletotrichum plurivorum E Colletotrichum truncatum CAUSANDO ANTRACNOSE
EM MELOEIRO CULTIVADO NO RIO GRANDE DO NORTE, BRASIL.

Resumo: Fungos fitopatogénicos do género Colletotrichum sao responsaveis por causar
a doenga antracnose em diversas culturas de importancia agricola em todo o mundo. Por
tanto, ¢ tAo necessario a identificagdo correta dos agentes para assim, tragar métodos de
manejo eficientes para o controle do petdégeno. Os Estudos de diversidade genética
utilizando marcadores moleculares, sdo utilizados elucidar sobre o nivel de variabilidade
genética de individuos, pois caso haja uma variacdo génica, pode significar que esses
organismos podem ser dificeis de serem controlado. Com isso, o objetivo desse trabalho
foi caracterizar morfologicamente e avaliar a diversidade genética de C. plurivorum e C.
truncatum utilizando marcadores moleculares ISSR. Em 2022 e 2023 foram coletados no
total de 21 isolados de Colletotrichum de folhas de meloeiro em seis fazendas localizadas
em cinco cidades pertencentes ao estado do Rio Grande do Norte. Foram coletadas folhas
de meloeiro com sintomas caracteristicos de antracnose e conduzidas para o laboratério
para realiza¢do do isolamento e purificagdo para a realizagdo da analise morfologica,
avaliando a coloracdo das colonias e mensuragao dos conidios de cada isolado. Foi
realizada extragao de DNA de cada isolado para amplificagdo utilizando oito iniciadores
moleculares ISSR para o rastreamento do polimorfismo de 21 isolados de Colletotrichum.
Para as reagdes de amplificagdo, foram realizadas com um volume final de 12 pL
contendo: Tampao de Buffer 1x (50 mM de KCI; 200 mM de Tris-HCI, pH 8,4), 1,5 mM
de MgCl, 2mM de cada ANTP, 0,2 uM de cada primer separadamente, 1U de Tag DNA
polimerase, 5 ug de BSA e 10 ng de DNA. Os produtos da PCR foram aplicados em gel
agarose a 2% e submetidos a eletroforese horizontal em tampao TBE (1X) sob uma
voltagem de 120V por 2h. Os géis foram corados em solugdo de brometo de etidio (0,5
pg/mL) durante 10 min e visualizados sob luz UV, usando o sistema de documentacao
em gel (Proteinsimple-Alphaimager HP). Foi possivel observar dois tipos de conidios
totalmente distintos, sendo todos asseptados. Os conidios da espécie C. plurivorum eram
hialinos, cilindricos com extremidades obtusas e com comprimento ¢ largura variando de
(18,94 a 16,67 um) e (7,56 a 6,06 pum) As coldnias apresentaram micélio algodonoso, de
coloracao cinza rosado, e no reverso, marrom escuro rosado, com acérvulos no centro,
apresentando, em alguns isolados, halo preto. Os conidios da espécie C. truncatum eram
hialinos, falcados com apices afilados, com comprimento e largura variando de (27,86 a
27,14 ym) e (4,11 a 4,04 um), as coldnias apresentaram micélio acinzentado rosado
pulverulento no anverso, e pontuacdes preto rosado no reverso. Os isolados presentes em
fazendas distribuidas nas principais cidades produtoras de meloeiro do Rio Grande do
Norte, Brasil, utilizados nesse estudo, apresentam grande diversidade genética. Apesar
dos valores moderadamente alto do PIC, eles apresentaram suporte para acessar a
diversidade genética devido ao coeficiente de similaridade baixo 0,318 (intervalo = 0,287
a 0,379). A similaridade genética, gerou um coeficiente variando de 0,10 (isolados 27 e
25) a 0,94 (isolados 26 e 28), podendo-se observar a formagao dos cinco grupos com 33%
de nivel de similaridade produzido pelo método UPGMA.

Palavras-chave: Diversidade genética; Fitopatogenos; Marcadores moleculares.
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CHAPTER 1I: MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR
CHARACTERIZATION OF Colletotrichum plurivorum and Colletotrichum
truncatum CAUSING ANTHRACNOSE ON MELON TREES CULTIVATED IN
THE STATE OF RIO GRANDE DO NORTE, BRAZIL.

ABSTRACT: Brazil is among the world's top ten melon-producing countries,
emphasizing the Northeast region, which dominates 95% of national production. One of
the main obstacles in melon production is the occurrence of fungal diseases, which limit
crop development. Given this, the present study sought to identify, at a molecular and
morphological level, and analyze the pathogenicity of Colletotrichum isolates collected
from melon trees. Plants that showed symptoms similar to anthracnose symptoms were
collected in commercial melon areas located in the state of Rio Grande do Norte. Then,
the samples were taken to the Microbiology and Phytopathology laboratory (LAMIFI),
and isolation and monosporic cultivation of fungal isolates belonging to the genus
Colletotrichum were carried out. Monosporic cultures were used for molecular and
morphological characterization, and pathogenicity of the isolates. For molecular
characterization, the isolates were sequenced using partial regions of the internal
transcribed spacer (ITS), glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenated (GAPDH), actin
(ACT), beta-tubulin (TUB) and chitin synthase 1 (CHS-1), The study of genetic diversity
was also carried out using ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) DNA markers. For the
morphological characterization of the isolates, discs containing fungal structures were
placed in Petri dishes to evaluate the color of the colonies and analysis of the shapes and
dimensions of the conidia. The pathogenicity test was conducted in a greenhouse and the
experimental design was completely randomized (DIC) with five replications per isolate.
Goldex hybrid yellow melon seedlings were used, and a suspension of 10° conidia/mL of
each isolate was sprayed on wounded leaves with sterilized needles. After inoculation,
plants were kept in a humid chamber. Subsequently, the appearance of symptoms on the
leaves was evaluated, and reisolation was carried out to confirm the pathogenic agent.
The sequencing analysis results allowed the identification of two species: Colletotrichum
plurivorum and Colletotrichum truncatum. The colonies of isolates belonging to the
species C. plurivorum presented cottony mycelium, pinkish gray color, and on the
reverse, dark pinkish brown, with acervuli in the center, presenting, in some isolates, a
black halo, and the conidia were hyaline, cylindrical with ends obtuse, length and width
measuring: (18.94 to 16.67um) and (7.56 to 6.06 um). For isolates of the species C.
truncatum, the colonies showed powdery pinkish-gray mycelium on the obverse and
pinkish-black spots on the reverse. The conidia were hyaline, falcate with tapered apices,
with length and width measuring: (27.86 to 27.14 um) and (4.11 to 4.04 pum). It was
possible to observe the emergence of anthracnose symptoms similar to those observed in
the field in all leaves inoculated with the pathogen. No symptoms were observed in the
control leaves. Reisolation confirmed the two species as the causal agent. The test was
repeated and the same results were reproduced.

Keywords: Genetic diversity; Phytopathogens; Molecular markers.
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1. INTRODUCAO

O Brasil esta na oitava posicao dos paises mais produzem meldes no mundo, com
sua producdo em torno de 699 mil toneladas no ano de 2022 (FAOSTAT, 2022), tendo
como representantes os estados Rio Grande do Norte, Ceara e Bahia como os principais
estados produtores. O estado do Rio Grande do Norte produziu 442 mil toneladas de
meldes, sendo as cidades de Mossord, Barauna e Tibau como destaques (IBGE, 2022).

O meloeiro esta sujeito ao ataque de diversos patdgenos, € o relato de novas
doencas afetando esta cultura tem sido frequente, tal como as doencas causadas por
Cladosporium tenuissimum (Gomes et al., 2023) e Lasiodiplodia brasiliensis (Silva et al.,
2024).

No ano de 2022 e 2023 foram frequentes as queixas dos produtores de meldo no
estado do Rio Grande do Norte sobre o surgimento de sintomas de necrose foliar tipico
de Antracnose, tornando necessario uma investigacao sobre os casos relatados. A pesar
de constar na literatura que a Antracnose ¢ uma das principais doengas na cultura do
meldo ocasionadas pelos patdogenos Colletotrichum orbiculare e Colletotrichum
gloeosporioides, no Brasil, ainda ndo existem estudos comprovando esta afirmacao.

O Colletotrichum pode infectar as plantas em qualquer fase fenologica, desde a
raiz ao fruto, podendo sobreviver no solo e em restos de cultura por anos. Os sintomas
mais comuns sao manchas foliares, necroticas, podendo ser circulares com ou sem halo
amarelo, e nos frutos, apresentam lesoes circulares ou elipticas e de aspecto deprimido
com massa alaranjada no centro das lesdes (Nick; Borém, 2019).

As espécies C. truncatum e C. plurivorum que estao sendo relatado como os
agentes causais da antracnose em meloeiro. Foi relatado por Silva et al. (2023) a espécie
C. Plurivorum causando antracnose em pepino (Cucumis sativus), sendo esta cultura da
mesma familia do meloeiro, indicando que as espécies das Cucurbiticeas podem estar
suscetiveis ao ataque desse agente patogénico.

Para a identificagdo dos microrganismos, sdo avaliadas as caracteristicas
morfologicas junto com identificagdo a nivel molecular, utilizando técnicas através da
PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase). Entre as técnicas moleculares, temos os
marcadores moleculares ISSR (Inter Simple Sequence Repeats), que ¢ uma técnica de
baixo custo de desenvolvimento, fornecem muita informagao sobre polimorfismo, de alta
reprodutibilidade e sdo amplamente utilizados para estudar a diversidade genética dentro

e entre espécies, que podem fornecer informagdes sobre possiveis variagdes genéticas
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entre os individuos, sendo assim utilizados para elucidar e tragar métodos de manejos

mais adequados para o controle do patdgeno (Silva Neto et al., 2022; Felix et al., 2020).

2. MATERIAL E METODOS

2.1.

Coleta, isolamento e analise morfologica

Entre 2022 e 2023 foram coletados no total de 21 isolados de Colletotrichum spp.

de meloeiro em seis areas produtoras localizadas no estado do Rio Grande do Norte

(Tabela 1). Foram coletadas folhas de meloeiro com sintomas caracteristicos de

antracnose, embaladas em saco plasticos e etiquetadas e conduzidas para o laboratorio de

microbiologia e fitopatologia (LAMIFI) pertencente a Universidade Federal Rural do

Semi-Arido

Tabela 1. Isolados de C. plurivorum (isolados de 4 a 25) e C. truncatum (isolados de 26 a 28)

obtidos de folhas doentes de meloeiro cultivadas em fazendas produtoras localizadas nos

municipios Rio Grande do Norte.

Tecido Data da ‘ o
Isolados Hospedeiro Localizacao Municipio
vegetal coleta
CML4 4°54'27.2"S
CML 5  Cucumis melo L. Folha 09/06/2022  37°24'05.5" Mossoro
CML 8 A\
CML 6 4°58'56"S
Cucumis melo L.  Folha 20/06/2022 Barauna
CML 7 37°31'36"W
CML 9
CML 10
CML 11 4°54'6"S
Cucumis melo L.  Folha 11/07/2022 Tibau
CML 19 37°25'58"W
CML 20
CML 25
CML 12
4°54'41"S
CML 13  Cucumis melo L.  Folha 11/07/2022 Mossoro
37°26'14"W
CML 23
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CML 14

CML 15 5040'11"8
Cucumis melo L. Folha  13/07/2022 Upanema

CML 18 37°14'43"W
CML 24
CML 26 5°27'00.7"S

Afonso
CML 27  Cucumis melo L. Folha  13/06/2023  36°42'00.1"

Bezerra
CML 28 Y

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Para o isolamento fungico, foirealizado corte na zona de transicao (area limitrofe)
entre a area doente ¢ sadia da folha e submetidos a desinfestagdo: imersao em etanol 70%
e imediatamente retirado e imerso sobre solugcdo de hipoclorito de sodio a 2,5% por um
minuto e colocados em agua destilada esterilizada.

Os fragmentos foram transferidos, com auxilio de uma pinga, para papel filtro
esterilizado para absorver o excesso de dgua e colocados em placas de Petri com meio
BDA (Batata-Dextrose-Agar), previamente autoclavado e suplementado com antibiético
Cloridrato de Tetraciclina (0,025 g/L) e armazenada em BOD a 28°C durante 48h sob
fotoperiodo de 12h.

Ap6s 48h do isolamento, foi realizada repicagem retirando um pequeno fragmento
contendo o micélio do fungo desenvolvido e transferido para novas placas de BDA com
antibiotico, afim de se obter isolados separados isoladamente, para posterior purificagao.

Para garantir a purificagdo e uniformidade dos isolados, foi realizado o cultivo
monosporico utilizando o método descrito por Pinho (2016): apds a repicagem de cada
isolado crescido separadamente durante sete dias para se obter alta esporulagdo, foram
utilizadas placas de Petri contendo meio Agar-Agar e em seguida, desenha-se um circulo
no fundo dessas placas e adiciona 20 pL de 4gua destilada sobre o meio de cultura (no
centro da circunferéncia).

Com auxilio de um bisturi, encosta-o no micélio na regido com alta esporulacdo e
posteriormente, encosta a ponta do bisturi com os esporos na dgua destilada contida no
meio e espalha com auxilio da alga de Drigalski. No final, observa-se no microscopio a
presenca do esporo e coloca as placas em B.O.D. por 24h a temperatura de 28°+ 2°C, sob

fotoperiodo de 12 horas.
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Apds o periodo de incubagdo, e com auxilio de microscopio estereoscopico, foram
visualizados os conidios germinando (Figura 1), e entdo, estes transferidos
individualmente para o centro de placas de petri, contendo BDA e incubados durante sete
dias, sob as mesmas condicdes de temperatura e luminosidade, e preservados,
transferindo entre seis a oito discos para tubos criogénicos com dgua destilada esterilizada

e armazenadas na geladeira com suas respectivas identificagdes.

Figura 1. Conidio de Colletotrichum plurivorum germinado no cultivo monosporico.

(Arquivo pessoal).

Para a caracterizagao morfologica, foram selecionados 15 isolados representativos
para avaliagdo. Discos contendo micélio dos isolados foram colocados em placas de BDA
e mantidas a 28°C com fotoperiodo de 12 horas até que o fungo atinja as bordas das
placas. Foram observadas a coloracdo, comprimento e largura dos conidios no
microscopio optico.

Para caracterizagdo morfoldgica, foram avaliadas a coloracdes das colonias,
avaliagdo dos conidios (morfologia e tamanho), presenca e auséncia de setas de cada
isolado. Foi preparada uma suspensao de esporos de cada individuo, e adicionados em
camera de Neubauer para obten¢do da imagem dos conidios € mensurado o comprimento
e largura de 50 conidios, escolhidos aleatoriamente, identificados por microscépio Optico,

utilizando o software image J, versao 1.52a.
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2.2. Extragdo de DNA

Para a extragdo de DNA, foram utilizados massa micelial de cultivo monosporico
de isolados fangicos de Colletotrichum spp. crescidos em meio BDA por sete dias a 28 +
2°C. A extragdo, para a obtencdo do material genomico, foi realizado pelo método de
Ferreira; Grattapaglia (1998), com modifica¢des. Inicialmente o micélio foi macerado em
almofariz, na presenca de nitrogénio liquido, em seguida, sdo adicionados 700 uL de
tampao de extra¢ao (NaCl 1,4M; Tris HCI pH 8,0 100 mM; EDTA 20 mM; SDS 0,5%;
B-Mercaptoetanol 0,2% e dgua Milli-Q) e incubados a 65 °C por 60 min. Posteriormente,
foi adicionado uma solugéo de Cloroformio: Alcool Isoamilico (24:1, v/v) com posterior
precipitacdio com 400 mL de &lcool isopropilico. As amostras precipitadas foram
centrifugadas a 15.000 g durante 10 minutos. Os precipitados formados, foram lavados
em etanol gelado a 70, 80 e 90% respectivamente, € secos em temperatura ambiente. Por
fim, as amostras foram suspensas em agua Milli-Q com adicao de RNA’se e, em seguida,
submetidas a banho maria a 37°C por 30 minutos ¢ armazenadas a -20°C. O DNA obtido
foi quantificado em eletroforese em gel de agarose a 1% e corado com brometo de etidio
(0,5 ng. mL™") em tampdo TBE a 120V por 30 min e visualizado sob luz UV usando o

sistema de documentagdo em gel (Proteinsiple- Alphaimager HP).

2.3. Analise de diversidade genética

Para a diversidade genética, foram utilizados oito iniciadores ISSR (DiCAS5'CY;
DiGA3'RC; DiGAS'CR; TriCAAC3'RC; TriGTG; TriGTG3'YC; TriGTGS'CY e
TriAGG3'RC), para o rastreamento do polimorfismo de 21 isolados de Colletotrichum
spp. As reacdes de amplificagdo com os iniciadores ISSR, foram realizadas em um
volume final de 12 pL contendo: Tampao de Buffer 1x (50 mM de KCI; 200 mM de Tris-
HCl, pH 8.4), 1,5 mM de MgCl, 2mM de cada dNTP, 0,2 uM de cada primer
separadamente, 1U de Tag DNA polimerase, 5 ug de BSA e 10 ng de DNA. As condicdes
de amplificacdes-consistiram em uma etapa inicial de desnaturagdo de 94°C por 1min,
seguida de 35 ciclos a 94°C por 40s, temperatura de anelamento de cada iniciador a 72°C
por 40s e 72°C por 1 min e uma etapa final de extensdo de 72°C por cinco minutos. Os
produtos da PCR foram separados em gel agarose a 2% e submetidos a eletroforese

horizontal em tampao TBE (1X) sob uma voltagem de 120V por 1,5-2h. Os géis foram
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corados em solucao de brometo de etidio (0,5 pg/mL) durante 10 min e visualizados sob
luz UV, usando o sistema de documentagdo em gel (Proteinsimple-Alphaimager HP). O
tamanho dos fragmentos amplificados serd comparado a partir do padrdo de peso
molecular de 100 pb “DN Ladder Plus” (Thermofisher) (Tabela 2).

Os resultados das amplificagdes com os iniciadores ISSR nos 21 isolados foram
analisados em sistema binario para a presenga de bandas “1” ou auséncia “0”, sendo
consideradas somente bandas nitidas e reproduziveis. Para cada marcador selecionado,
sera gerado o conteudo de informacdes polimorficos (PIC). Um dendograma sera
construido com base no coeficiente de similaridade de Jaccards utilizando o método de
agrupamento de pares ndao ponderadas (UPGMA) pelo programa NTSYS (ROHLF,
1998).

Tabela 2. Dados dos iniciadores ISSR utilizados para estudo de diversidade genética de

isolados de C. plurivorum e C. truncatum.

N°do Temperatura de
Primer ISSR Sequéncia do iniciador (5’2 3°)
primer anelamento (° C)
3 DiCAS'CY GTGGTGGTGGTGGTG 55
5 DiGA3'RC CyGTGGTGGTGGTGGTG 55
7 DiGAS5'CR CRGAGAGAGAGAGAGAGA 55
8 TriCAAC3'RC TCCTCCTCCTCCTCCRC 55
9 TriGTG CGACGACGACGACGARC 55
10 TriGTG3'YC  GTGGTGGTGGTGGTGGTGYC 55
11 TriGTGS'CY CYGTGGTGGTGGTGGTG 55
18 TriAGG3'RC AGGAGGAGGAGGAGGRC 55

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As avaliagdes das caracteristicas morfoldgicas resultaram em trés grupos distintos
para os 15 isolados de C. plurivorum e C. truncatum. O grupo I (Isolados CML5, CML7,
CMLS, CML9, CML10, CML11,CML12,CML14, CML15, CML19, CML20 e CML25)
apresentaram micélio algodonoso cinza rosado com acérvulos no centro no anverso e
marrom escuro rosado no reverso, com a presenca de um halo preto bem formado.

O grupo II (Isolado 25) micélio aveludado preto no anverso e preto no reverso.
Entretanto, o Grupo III (Isolados 26, 27, 28) apresentou micélio acinzentado rosado

pulverulento no anverso, e pontuagdes preto rosado no reverso (Figura 2).

Figura 2. Colonias desenvolvidas em BDA de Colletotrichum plurivorum e C. truncatum
isolados de folhas de meloeiro. 5 a 25 (C. plurivorum) e 26 a 28 (C. truncatum). (Arquivo
pessoal)

Foi possivel observar dois tipos de conidios totalmente distintos, sendo todos
asseptados.Os conidios da espécie C. plurivorum eram hialinos, cilindricos com
extremidades obtusas e com comprimento e largura variando de (18,94 a 16,67 um) e
(7,56 26,06 um). Os conidios da espécie C. truncatum eram hialinos, falcados com apices
afilados, com comprimento e largura variando de (27,86 a 27,14 um) e (4,11 a 4,04 um).

Todos os isolados apresentaram setas de coloragdo marrom asseptados (Tabela 3).
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Tabela 3. Caracterizacdo de conidios dos isolados de C. plurivorum e C. truncatum.

Isolado Conidios Forma mais

Comprimento Largura encontrada
CML5 16,92 7,03 1
CML 7 18,25 6,65 1
CML 8 17,07 6,95 1
CML 9 18,94 7,56 1
CML 10 16,68 7,32 1
CML 11 17,75 6,47 1
CML 12 18,73 7,12 1
CML 14 16,67 6,98 1
CML 15 18,42 7.04 .
CML 19 17,71 6,06 1
CML 20 18,39 7.41 .
CML 25 18,06 6,43 1
CML 26 27,14 4,07 2
CML 27 27,14 4,11 2
CML 28 27,86 4,10 2

Formas mais encontradas: Conidios: 1- cilindricos com extremidades obtusas; 2-

Falcados com épices afiladas. Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

As caracteristicas das colonias quanto a coloracdo, podem variar a depender da
espécie, do ambiente e do meio de cultura que ¢ utilizado, como no caso o que foi
observado no presente estudo, onde as caracteristicas morfologicas entre as duas espécies
C. truncatum e C. plurivorum, foram totalmente distintas quando comparadas em relacdo
a formag¢ao de colonias e formato dos conidios.

Os fungos pertencentes ao género Colletotrichum podem causar antracnose em
diversas plantas no mundo todo, temos a espécie desse estudo, C. truncatum, como a mais
importante causando doenga a cultura da soja (Brito, 2018).

No Brasil, o C. truncatum também ja foi relatada causando doenga em mandioca
(Machado et al, 2021) e em cebola (Matos et al., 2017), essas cepas apresentaram
caracteristicas semelhantes em colora¢do, formato de conidios predominantemente

falcados, hialinos, asseptados com pontas afiladas.
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A espécie C. plurivorum ¢ relativamente nova, sendo detectada pela primeira vez
em 2016 por Liu et al. (2016). Ja foi relatada no mundo ela causando doenca também em
mandioca, soja, mamao (EFSA, 2021) e recentemente causando antracnose em pepino
(Silva et al., 2023).

As caracteristicas morfoldgicas dos conidios dos isolados de C. plurivorum
causando doenga em pepino no Brasil observado por Silva ef al. (2023), em mamao no
Me¢éxico observado por Garcia et al. (2019) e em mamao em Taiwan observado por Sun;
Damm; Huang (2019), apresentaram formato cilindrico com extremidades obtusas,
asseptados e unicelulares com coloracdo das colonias cinza, preto-acinzentadas ou
marrom, com micélios aéreos brancos semelhantes ao observado em laboratorio da
espécie C. plurivorum causador da antracnose em meloeiro.

Os oito iniciadores ISSR utilizados produziram 132 /oci, dos quais 127 eram
polimorficos. Desses oitos iniciadores, seis apresentaram 100% de polimorfismo
(DICAS'CY; DiGA3'RC; DiGAS'CR; TriCAAC3'RC; TriGTG; TriGTG3'YC;
TriGTGS5'CY e TriAGG3'RC), com o iniciador TriCAAC3'RC produzindo maior niimero
de bandas (26 bandas), porém apresentou menor taxa (88,46%) devido a presenca de trés
bandas monomorficas. Foram calculados os valores de PIC para todos os iniciadores com
valor médio de 0,318, onde o TriGTG apresentou maior valor (0,379) e o TriAGG3'RC,
o menor (0,283) (Figura 3) e (Tabela 4).

Naveen et al. (2021) estudando a diversidade genética de C. truncatum causando
antracnose em pimenta no Sul da india, utilizando marcadores moleculares ISSR,
produziram cerca de 108 bandas polimorficas separando os 30 isolados em quatro
principais grupos, conseguindo observar a diversidade genética entre os isolados
estudados, porém ndo conseguiram diferencia-los quanto a origem geografica,
informando que isso pode ter ocorrido devido as condigdes climaticas que as pimenteiras,

de onde foram obtidos os isolados, estavam expostas.
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Figura 3. Resultado das reacdes de amplificagdes de PCR com iniciador ISSR 8 dos 21
isolados de C. plurivorum e C. truncatum submetidos a eletroforese em gel de agarose
2%. ‘M’ nas extremidades do gel representam o marcador de peso molecular de 1kb. As

canaletas de 1 a 21 representam cada um dos 21 isolados. (Arquivo pessoal).

Tabela 4. Caracterizacao dos dados obtidos com iniciadores ISSR quanto ao total de
locus (TL), locus monomorficos (LM), locus polimorficos (LP), porcentagem de

polimorfismo (%P) e contetido de informagdo de polimorfismo (PIC).

Primer TL LM LP %P PIC
3 8 0 8 100 0,339
5 12 0 12 100 0,337
7 15 0 15 100 0,302
8 26 3 23 88,46 0,303
9 14 0 14 100 0,379
10 18 2 16 88,89 0,317
11 18 0 18 100 0,287
18 21 0 21 100 0,283

Total 132 5 127 - -

Média 16,5 0,62 15,88 97,17 0,318

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

A partir do dendrograma com a combinacdo dos iniciadores ISSR indicou a
formagdo de cinco grupos: os trés isolados da espécie C. truncatum estao agrupados no
grupo 1 (isolados: 26, 27 e 28), os demais isolados da espécie de C. plurivorum estdo
distribuidos nos demais grupos: grupo 2 (isolado 25), grupo 3 (isolado 14 e 15), grupo 4
(isolado 23), e o maior grupo (grupo 5) com 14 isolados (isolado 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,

12, 13, 19, 20, 24 e 18). A similaridade genética, gerou um coeficiente variando de 0,10
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(isolados 27 e 25) a 0,94 (isolados 26 e 28), podendo-se observar a formagdo dos cinco

grupos com 33% de nivel de similaridade produzido pelo método UPGMA (Figura 4).

CML4

CML6
CML7
CML8

CML10

CML9

CML5

CMLI1
CML12 }—F
CML13

CML19

CML20

CML24

CML18

CML23

CML14

CMLIS

CML25

oMs T
-

CML28

R e I P,

CML27 |

1.00 0.78 0.55 033 0.10
Coeficiente

Figura 4. Dendograma gerado pelo método UPGMA a partir dos iniciadores ISSR com isolados
das espécies C. plurivorum (CML4, CML5, CML6, CML7, CML8, CML9, CML10, CML11,
CMLI12, CML13, CML14, CML15, CML18, CML19, CML20, CML23, CML24, CML25) ¢ C.
truncatum (CML26, CML27, CML28). (Arquivo pessoal).

A incidéncia da diversidade genética entre as espécies de Colletotrichum
estudadas por meio de marcadores moleculares ISSR demonstraram eficiéncia para
identificagao de diversidade. Foi possivel observar maior similaridade (0,94) entre os
individuos 26 e 28, que apresentaram mesma caracteristicas nas suas estruturas fingicas
e coletadas a mesma localizacdo geografica (Tabela 5).

Os isolados a pesar de separados com base na sua localizagdo geografica (Tabela
1), no agrupamento do dendrograma baseado no conjunto dos iniciadores ISSR, ndo foi
possivel ser totalmente associado ao seu local de origem, pois alguns dos isolados
coletados na mesma regido, ficaram distribuidos em grupos distintos como no caso dos
isolados CML12 e CMLI13 pertencentes ao grupo 5, € o isolado 23 pertencente ao grupo
4, ambos coletados em Mossoro (4°54'41"S 37°26'14"W).

A pesar dos isolados coletados em mesma localizagdo estarem separados em
grupos distintos, as maiores distancias genéticas foram verificadas entre os isolados

separados pelas maiores diferencas de latitude (Isolado CML25 e Isolado CML27), e as

34



distancias genéticas mais curtas, foram observadas entre os isolados obtidos em latitudes
semelhantes (Isolado CML26 e CML28).

Resultados obtidos por Dias et al. (2019) estudando a diversidade genética de
isolados de C. truncatum de ocorréncia no Brasil e Argentina, causando antracnose em
soja. Foi possivel observar que os isolados coletados em locais distintos eram proximos
geneticamente, como aconteceu com os isolados do grupo 5 e grupo 4, e isolados com
maiores latitudes e mais distantes geneticamente como isolados do grupo 2 e grupo 1.

A menor semelhanga (0,00) foi possivel observar entre os isolados CML25 e
CML27, onde sao de espécies diferentes CML25 (C. plurivorum) e CML27 (C.
truncatum. Estes 1solados apresentaram caracteristicas morfologicas totalmente distintas,
quanto a coloragdo, formagao de conidios e localiza¢do geografica onde foram coletados.

O isolado CML25 apresentou sua colonia de coloragdo preta, com micélio
aveludado e conidios cilindricos com extremidades obtusas, enquanto o CML27
apresentou sua colonia com micélio acinzentado rosado com numerosos microesclerédios
pulverulento com conidios falcados e pontudos nas extremidades.

A maior semelhanca (0,94) foi possivel observar entre os isolados CML26 e
CML28, sendo individuos da mesma espécie C. truncatum com caracteristicas
morfoldgicas muito idénticas, como pode ser observado na Figura 2, e semelhantes ao
observado na caracterizagdo morfoldgica do isolado CML27 pertencente a mesma
espécie, podendo ser comprovado pelos resultados que foram obtidos com as analises
moleculares com os iniciadores ISSR confirmando essa afirmacao (Figura 4).

A combinacdo dos oitos iniciadores ISSR exibiram eficiéncia ao evidenciar a
ocorréncia de diversidade genética entre os 21 isolados pertencentes as duas espécies de
C. plurivorum e C. truncatum desse presente estudo. O dendrograma obtido apresentou
correlagdo significativa (r=0,95) na matriz de dados cofenéticos e na analise de
agrupamento, mostrando-se positiva.

O PIC (Valor de conteudo de informagdes de Polomorfismo) sdo essenciais para
estudos de diversidade genética. O valor médio obtido dos primers ISSR foi de 0,318
(intervalo = 0,287 a 0,379). DAS et al. (2021) avaliando a diversidade genética de
populagdes de Colletotrichum causadores de antracnose em fruteiras na India, apresentou
resultados superiores ao observados no presente trabalho, com PIC médio de 0,76 com
intervalo de 0,83 e o menor 0,66. Entretanto, apesar dos valores abaixo do que encontrado
observado nesse trabalho, eles apresentam suporte para acessar a diversidade genética de

C. plurivorum e C. truncatum.
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Tabela 5. Matriz de similaridade do coeficiente de Jaccard utilizando oito primers ISSR entre 21 isolados de Colletotrichum.

ISOLADO
ISOLADO CML4 CML5S CML6 CML7 CML8 CML9 CML10 CML11 CML12 CMLI13 CML14 CML15 CMLI8 CMLI19 CML20 CML23 CML24 CML25 CML26 CML27 CML28
CML4 1,0000
CMLS5 0,6296 1,0000
CML6 0,6825 0,6000 1,0000
CML7 0,6949 0,6071 0,7705 1,0000
CMLS 0,6349 0,5500 0,6818 0,7213 1,0000
CML9 0,6167 0,4500 0,5441 0,6500 0,6721 1,0000
CMLI10  0,6230 0,5893 0,6462 0,7119 0,7049 0,6066 1,0000
CMLI1 04262 0,5098 0,3971 0,4355 0,4839 0,3651 0,5714 1,0000
CMLI2 05357 0,5510 0,4688 0,5714 0,4918 0,4655 10,5263 0,5306 1,0000
CMLI13 04853 04677 0,4533 0,5373 0,5362 0,5385 10,5224 0,5000 0,5614 1,0000
CML14  0,2581 0,2364 0,1781 0,1765 0,2206 0,2222 0,1970 0,2407 0,2453  0,2656  1,0000
CMLI5 0,2982 03617 0,2813 0,3103 0,2951 0,2807 0,3158 0,3696 0,4419 0,3509 0,3171 1,0000
CMLI18 03134 0,3448 0,3714 0,3235 0,3478 0,2985 10,3485 03750 0,2881 0,3188 0,1333 0,2549 1,0000
CML19 04776 0,3692 0,4658 0,4853 0,4648 0,4203 04925 04194 03810 0,4783 0,2344 0,2500 0,4127 1,0000
CML20  0,5000 0,3559 0,4412 0,5333 0,4615 04833 04918 0,3621 0,5600 0,5246 0,2500 0,2692 03115 0,6250 1,0000
CML23  0,2895 0,2941 0,3418 0,3333 0,3553 0,3108 0,3026 0,2985 0,2464 03467 02381 0,1746 0,2754 0,3944 0,3043 1,0000
CML24  0,4098 04340 0,4030 0,4915 0,4219 04167 04746 03393 03962 0,3906 0,2222 0,2157 0,2063 0,4262 0,5600 0,2836 1,0000
CML25  0,3061 0,2857 0,2203 0,2453 0,2545 03125 0,2500 0,2045 0,3333 0,2182 0,1892 10,2903 0,1489 0,2264 0,3023 0,1429 0,2381 1,0000
CML26 0,1772 0,1528 0,1882 0,2025 0,1951 0,1948 0,1750 0,1714 0,1739 0,2152 0,0896 0,0615 0,1067 0,1463 0,1972 0,1923 0,1912 0,0727 1,0000
CML27  0,0758 0,1091 0,1286 0,1231 0,1014 0,0938 0,1077 0,0909 0,0536 0,1045 0,0200 0,0217 0,0702 0,0435 0,0500 0,1094 0,0727 0,0000 0,4043 1,0000
CML28  0,1852 0,1622 0,2093 0,1951 0,2024 0,1875 10,1687 0,1644 0,1667 0,2073 0,1014 0,0588 0,1026 0,1548 0,2055 0,1852 0,2000 0,0690 09362 0,3800 1,0000

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos nesse estudo, revelam que os isolados de C. plurivorum e
C. truncatum presentes em fazendas produtoras de meloeiro no estado do Rio Grande do
Norte, Brasil, apresentam diversidade genética.

Pesquisas sobre a caracterizagdo de espécies de Colletotrichum, sao
imprescindiveis e Uteis para serem utilizadas como base para estudos futuros sobre

epidemiologia e estratégias de manejo do patdgenos em areas de cultivo do meloeiro.
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