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RESUMO

Fusarium ananatum e Fusarium guttiforme sdo, respectivamente, 0s agentes
etiologicos da mancha negra e da fusariose, importantes doencas da cultura do
abacaxi. As duas espécies de fungos sdo morfologicamente muito semelhantes mas
distintas geneticamente. Este trabalho teve como objetivo identificar e caracterizar
marcadores fenotipicos que possam ser utilizados pelos servicos fitossanitarios do
Brasil e de outros paises produtores de abacaxi, para identificacdo dos agentes
etiologicos da fusariose e da mancha negra. Foram desenvolvidos estudos para
caracterizar in vitro ambas as espécies em diferentes temperaturas e meios de cultura,
além de caracterizar e identificar novos marcadores fenotipicos. A temperatura ideal
para o desenvolvimento das espécies foi de 25°C, e, também, a maior producdo de
macroconidios foi no meio de cultura Meio Basal com Carboximetilcelulose (BM+CMC)
que obteve a producdo de 3,2x10° macroconidios/ml e 1,8x10° macroconidios/ml para
F. ananatum e F. guttiforme, respectivamente. Por sua vez, para o desenvolvimento de
microconidios, o meio de cultura Nutriente Sintético Agar (SNA) foi o melhor,
desenvolvendo 1,1x107 microconidios/ml e 0,7x107 microconidios/ml para F. guttiforme
e F. ananatum, respectivamente. Utilizando a microscopia de fluorescéncia foi possivel
observar que 78,5% dos microconidios de F. ananatum apresentam 1 septo, e somente
8,5% dos microconidios de F. guttiforme apresentam esta caracteristica, sendo uma
nova recomendacado para a taxonomia das espécies. Na microscopia de forca atdmica
foram encontradas protuberancias na parede celular de F. guttiforme e auséncia das
mesmas em F. ananatum, podendo ser caracterizado assim como um novo marcador
morfolégico importante para a taxonomia. Adicionalmente, o uso da citometria de fluxo
possibilitou a caracterizacdo da distribuicdo dos nucleos nas espécies, o qual
estabelece microconidios uninucleados e macroconidios multinucleados. Sendo que a
presenca de varios nucleos nos macroconidios pode estar relacionada a quantidade de
septos encontrada em sua estrutura. Os novos marcadores fenotipicos contribuem para
a taxonomia dos patdgenos e viabiliza novas estratégias na identificacdo dos agentes

etiolégicos destas doencas.

Palavras Chave: Taxonomia. Fungos. Ananas comosus. Microscopia. Citometria.

Biotecnologia.



ABSTRACT

Fusarium ananatum and Fusarium guttiforme are respectively the etiological agents of
the black spot and fusariosis, important diseases of the pineapple culture. The two
species of fungi are morphologically very similar but genetically distinct. This work
aimed to identify and characterize phenotypic markers that can be used by the
phytosanitary services of Brazil and other pineapple producing countries to identify the
etiological agents of fusariosis and black spot. Were developed studies to characterize
in vitro both species at different temperatures and culture media, besides characterizing
and identifying new phenotypic markers. The ideal temperature for the development of
the species was 25°C, and also the highest production of macroconidia was in the
culture medium Basal Medium with Carboxymethylcellulose (BM+CMC) that obtained
the production of 3,2x10° macroconidia/ml and 1,8x10° macroconidia/ml for F.
ananatum and F. guttiforme, respectively. For the development of microconidia, the
Synthetic Nutrient Agar (SNA) culture medium produced a higher number of this
structure, developing 1,1x107 microconidia/ml and 0,7x10” microconidia/ml for F.
guttiforme and F. ananatum, respectively. Using fluorescence microscopy, it was
possible to observe that 78.5% of F. ananatum microconidia exhibit 1 septum, and only
8.5% of the microconidia of F. guttiform exhibit this characteristic, being a new
recommendation for the taxonomy of the species. In atomic force microscopy,
protuberances were found in the cell wall of F. guttiforme and absent in F. ananatum,
and could be characterized as a new important morphological marker for taxonomy. In
addition, the use of flow cytometry enabled the characterization of the distribution of
core in the species, which establishes uninucleate microconidia and multinucleated
macroconidia. The presence of several nuclei in macroconidia may be related to the
amount of septa in its structure. The new phenotypic markers contribute to the
taxonomy of pathogens and enable new strategies to identify the etiological agents of

these diseases.

Keywords: Taxonomy. Fungi. Ananas comosus. Microscopy. Citometry. Biotechnology
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1 INTRODUCAO

1.1 AGRONEGOCIO E FRUTICULTURA

O agronegocio é fundamental para a economia do Brasil. O setor agricola tem
favorecido a melhoria no desempenho da balanca comercial do pais, e a fruticultura
tem se destacado como uma das bases do agronegécio. O Brasil apresenta fatores
que influenciam de maneira positiva na producdo agricola, como clima favoravel,
grande biodiversidade e disponibilidade de agua e solo fértil. Sendo assim, tais
fatores acarretam vantagens competitivas na producado, pois proporcionam plantio
em areas temperadas e tropicais (PERON, 2009).

A fruticultura tem elevado efeito multiplicador de renda e, portanto, possui
forca suficiente para dinamizar economias locais estagnadas e com poucas
alternativas de desenvolvimento. Dentro deste setor, a abacaxicultura emprega um
papel de grande importancia, possuindo uma producao total de aproximadamente 25
milhdes de toneladas no mundo no ano de 2013. Sendo que as regidées com maior
producdo foram a Asia, com aproximadamente 11 milhes de toneladas, e a América
do Sul, com aproximadamente 9 milhdes de toneladas (FAO, 2016).

Em 2014 o Brasil foi caracterizado por ser o segundo maior produtor de
abacaxi no mundo (2.646.243 toneladas), cuja producéo foi superada somente pela
Costa Rica (2.915.628 toneladas) (FAO, 2016). Sua producao € destinada tanto para
consumo in natura como para industrializacdo, cuja comercializagdo abrange tanto o
mercado nacional como o internacional. Sendo assim, a cultura tem extrema
importancia socioecondmica devido a sua alta producdo e, consequentemente,
grande fluxo financeiro. Além disso, o abacaxi fica em segundo lugar no ranking do
mercado de frutas tropicais vendidos no exterior (VENTURA; ZAMBOLIM, 2002).

Por sua vez, o estado do Espirito Santo esta entre os dez maiores produtores
de abacaxi do pais, sendo um total aproximado de 50.000 frutos no ano de 2014. A
evolucdo dessa atividade no estado € bastante expressiva e em cinco anos
apresentou crescimento de 30% (IBGE, 2016). Desde 2003, o Governo do Estado
atua em parceria com 0S municipios, a iniciativa privada, organizacdes sociais e
principalmente os produtores, para potencializar a atividade e gerar emprego e

renda. Dentro da fruticultura, o abacaxi esta entre as frutas produzidas no pais e
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voltadas para o mercado internacional, principalmente a Europa, sendo que sua
exportacdo em 2011 foi de aproximadamente 2,23 milhdes de toneladas (FAO,
2016).

No entanto, a abacaxicultura enfrenta sérios problemas de ordem
fitossanitéria. O alto rendimento na producdo de abacaxi vem sendo prejudicado por
doencas nas lavouras, sendo assim um dos principais fatores limitantes e
prejudiciais a mesma. As doencas podem estar relacionadas a presenca de
bactérias, nematoides, virus e, principalmente, fungos fitopatogénicos. Dentre os
fungos, as espécies Fusarium guttiforme e Fusarium ananatum sdo as mais
importantes na infeccdo em diferentes cultivares de abacaxi, sendo o0s agentes
causais de Fusariose e Mancha Negra, respectivamente (VENTURA; ZAMBOLIM,
2002).

1.1.1 A Cultura do Abacaxi

O abacaxi (Ananas comosus var. comosus) € uma planta monocotiledénea,
herbacea, perene e pertencente a familia Bromeliaceae. Esta espécie é
caracterizada por possuir caule grosso e curto, cujas folhas crescem ao seu redor,
em forma de calhas. Além disso, outra caracteristica predominante no género
Ananas, e que o diferencia dos outros da familia Bromeliaceae, é a presenca de
frutos do tipo sincarpo, formado pela coalescéncia de frutos individualmente
soldados uns aos outros (REINHARD, 2000).

O centro de origem global da cultura do abacaxi esta situado na Ameérica
Tropical e Subtropical de onde se disseminou pelo mundo. O Brasil € um dos
maiores centros de diversidade genética de abacaxi do mundo, podendo ser
encontradas na forma silvestres ou cultivadas. As cultivares de abacaxi mais
conhecidas sdao ‘Smooth Cayenne’, ‘MD-2’, ‘Spanish’, ‘Queen’, ‘Pérola’, ‘Perolera’ e
‘Vitéria’. No Brasil a principal cultivar plantada é a ‘Pérola’ e em seguida a ‘Smooth
Cayenne’, sendo que ambas sao suscetiveis as duas importantes doencgas,
Fusariose e a Mancha Negra (VENTURA; ZAMBOLIM, 2002).
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1.2 FUSARIUM GUTTIFORME E FUSARIUM ANANATUM, AGENTES
ETIOLOGICOS DE DOENCAS DO ABACAXIZEIRO

O género Fusarium tem ampla distribuicAo geografica, ocorrendo em
praticamente todos os ambientes e € classificado na ordem Hypocreales e na familia
Nectriaceae. Este género € um dos mais importantes dos fungos, devido a sua
diversidade genética e morfologica e suas relagbes com animais, humanos e
plantas. E classificado por ser patogénico para um grande nimero de culturas com
grande importancia econdmica e, portanto, a correta identificacdo das espécies &
essencial para tracar as estratégias de controle fitossanitario (VENTURA, 2000).

Admite-se que mais de 1.000 espécies de Fusarium foram descritas,
entretanto, apesar do grande nimero de estudos e trabalhos publicados, ndo existe
hoje um unico sistema completo que possibilite a identificacdo das suas espécies
deste género (BURGESS et al., 1994; LESLIE; SUMMERELL, 2006; NELSON et al.,
1983; VENTURA, 1999).

Dentre as principais espécies deste género, Fusarium guttiforme é
reconhecido na literatura como o fungo fitopatogénico de maior importancia
relacionado a cultura do abacaxi. Esta espécie € o0 agente etiolégico da Fusariose,
uma doenca considerada como um fator limitante no desenvolvimento da
abacaxicultura, cujas perdas podem atingir a totalidade da producédo, sendo também
considerada uma praga quarentenaria para varios paises produtores onde a doenca
ainda néo foi relatada (VENTURA; COSTA, 2006; VENTURA; ZAMBOLIM, 2002).

A doenca afeta todas as partes da planta, sendo mais destrutiva quando
ocorre no fruto. Seu principal sintoma é a exsudagdo da goma a partir dos tecidos
infectados e, consequente, podriddo dos mesmos. Entretanto, também podem ser
observadas curvaturas no apice do talo, encurtamento do talo, reducdo no
desenvolvimento da planta, morte do meristema apical, clorose, como também
formacao de frutos anormais e folhas amareladas (VENTURA; ZAMBOLIM, 2002).

Sendo a fusariose uma doenca quarentendria para varios paises produtores
de abacaxi, torna-se importante o estabelecimento de medidas legislativas e
fitossanitarias para evitar sua disseminacao. Tal fato ocorre, principalmente, porque
a fusariose ndo apresenta sintomas em algumas fases de desenvolvimento da
planta, sendo assim, é caracterizada como uma doenca de facil disseminacdo para

outros paises produtores. Devido a isso, é fundamental a adocdo de medidas de
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mitigacdo de risco em paises onde se encontra este patdgeno, determinando assim
a garantia da auséncia da doenca nos frutos para a exportacdo dos mesmos.

Além da fusariose, outra doenca também ocorre na cultura do abacaxi, que &
a mancha negra, causada por Fusarium ananatum, caracterizada por ser uma
doenca de pouca importancia econbémica e esti presente na maioria das areas de
produgdo de abacaxi no mundo. Os sintomas nos frutos muitas vezes sao
semelhantes aos da fusariose, porém menos severos, como a podriddao dos frutos
limitada aos frutilhos e a formacdo de uma depressao em forma de “V” na parte
externa do mesmo, se estendendo para os tecidos interiores como uma podridao
(JACOBS et al, 2010). Sendo fungos do mesmo género, muitas vezes a
identificacdo é confundida provocando amplas discussdes entre os o6rgdos de
fiscalizacdo fitossanitaria dos paises produtores de abacaxi.

Portanto, € de extrema importancia desenvolver ferramentas biotecnoldgicas
para identificar adequadamente os fungos causadores de cada uma das doencas,
facilitando assim o estudo da epidemiologia das doencas, seus hospedeiros
alternativos e avaliar corretamente a resisténcia das novas cultivares lancadas pela

pesquisa, bem como, apoiar os programas de melhoramento genético.

1.2.1 Espécies do Complexo Fusarium fujikuroi (FFSC)

O agente etioldégico da fusariose do abacaxizeiro era incluido na espécie
Fusarium subglutinans, considerando as caracteristicas morfologicas, fisiologicas e
genéticas (NELSON et al., 1983). Posteriormente, em testes de inoculagdo cruzada
de isolados de Fusarium subglutinans sensu lato do abacaxi e de outros
hospedeiros, foi demonstrado que a populagcdo que causa a fusariose € especifica
do abacaxizeiro, 0 que resultou na proposicdo de uma forma specialis, Fusarium
subglutinans f. sp. ananas (VENTURA et al., 1993). Posteriormente com a
comparacdo das sequéncias génicas de genes especificos que codificam a
subunidade 28S e a menor subunidade mitocondrial (mtSSU) do DNA ribossémico,
B-tubulina, calmodulina e fator de elongacao-1a revelou-se que o fungo responsavel
pela fusariose do abacaxizeiro pertence a uma nova espécie que foi denominada por
Fusarium guttiforme (NIRENBERG; O’'DONNEL, 1998; VENTURA; ZAMBOLIM,
2002).
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Posteriormente, Jacobs et al. (2010) descreveram uma nova espécie
encontrada na Africa do Sul, denominada como Fusarium ananatum, também
proveniente de Fusarium subglutinans. Esta espécie foi comparada com isolados de
Fusarium guttiforme depositados em cole¢gdes internacionais e da Micoteca do
Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (Incaper),
comprovando-se que apesar de patogénica para o abacaxizeiro, causava outra
doenca, chamada de mancha negra.

Tanto Fusarium guttiforme como Fusarium ananatum inicialmente eram
consideradas a mesma espécie, F. subglutinans, que hoje é reconhecida como um
grupo polifilético, e pertencem ao complexo de espécies Fusarium fujikuroi (FFSC)
gue corresponde a um conjunto de espécies com caracteristicas semelhantes.
Atualmente, este complexo € composto por 32 espécies, sendo que
aproximadamente 11 possuem teleomorfo descrito, entretanto, F. guttiforme e F.
ananatum ndo possuem fase teleomdérfica ainda observada. Além disso, tais
espécies apresentam caracteristicas morfologicas semelhantes que séo utilizadas
para a separacdo entre espécies dentro do complexo, como arranjo de conidios
distribuidos em falsas cabegas, macroconidios com 2-3 septos, microconidio
obovoide, auséncia de clamidosporo, além da presenca de monofialides e
polifialides (Tabela 1) (JACOBS et al., 2010; LESLIE; SUMMERELL, 2006).

A andlise dos macroconidios e sua septacdo apresentam grande importancia
na taxonomia das espécies deste género, sendo uma das principais caracteristicas
observadas. A analise dessas estruturas € muito importante tanto para F. guttiforme
como para F. ananatum, uma vez que o numero de septos encontrados nos
macroconidios de ambas as espécies pode estar associado a identificagdo dos
mesmos. Entretanto, a producdo desta estrutura em F. guttiforme é reduzida, sendo
um fator limitante para sua identificacdo e o desenvolvimento de estudos (LESLIE;
SUMMERELL, 2006; NIRENBERG; O'DONNEL, 1998; VENTURA, 2000).



19

Tabela 1 - Descrigdo das estruturas morfoldgicas das espécies de F. guttiforme e F. ananatum.
Fonte: LESLIE; SUMMERELL, 2006.

Espécie Micélio aéreo Arran'Jo.dos Macroconidios Microconidios Fialides Corda
conidios cultura
Paredes finas,

delgados e retos a

. Distribuido por ligeiramente Obovdides (0-1 Mono e Creme a
F. guttiforme 252 Falsas cabecas A 5

toda superficie curvados septo) polifialides purpura

(usualmente com 3

septos)

Paredes finas,

Circulos delgados e retos a
e concentricos no ligeiramente Obovéides (0-1 Mono e .
F. ananatum Falsas cabecas s Alaranjada
centro da 3 curvados septo) polifialides
colénia (usualmente com 3
septos)

Dentre as caracteristicas analisadas, apenas a cor da cultura pode variar,
mas este caracter ndo € consistente, jA que pode ser alterado dependendo da
composicdo do meio de cultura, levando a identificagdo incorreta. Portanto, é
importante ressaltar que nao existem marcadores morfolégicos consistentes para a
separacao dessas duas espécies e, atualmente, a distincdo das mesmas € realizada
por sequenciamento e analises filogenéticas que sédo de custo elevado (KVAS et al.,
2009). O desenvolvimento de novos métodos que possibilitem a caracterizacdo e
diferenciacdo de ambas as espécies é de grande importancia, facilitando os servi¢cos
fitossanitarios e de diagndstico do Brasil e de outros paises produtores de abacaxi

no mundo.

1.3 CONCEITOS DE ESPECIES NO GENERO FUSARIUM

O género Fusarium constitui um grande grupo com centenas de espécies que,
com excecdo de algumas, produzem macroconidios multiseptados. O género inclui
agentes patogénicos vegetais importantes, endofitos e saprofitos capazes de
metabolizar substratos diversos e patdgenos emergentes de importancia clinica e
também pode ser nocivo para seres humanos e animais, uma vez que muitos deles
sdo toxigénicos. A andlise filogenética molecular deste género revelou que ela
possui pelo menos 20 clados ou "complexos de espécies” e que se originou no
periodo Cretaceo, aproximadamente 91,3 milhdes de anos atras (O'DONNELL et al.,
2013).
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Atualmente, varias abordagens sao utilizadas para a caracterizacdo e
diferenciacédo de fungos que sao determinantes na taxonomia a nivel especifico, tais
como: a utilizacdo de métodos taxondmicos, o desenvolvimento de caracteristicas ao
longo do tempo e o emprego do conceito de espécies.

Dentre os principais conceitos de espécies utilizados para caracterizar e
diferenciar espécies admite-se que a utilizacdo do conceito de espécie biolégica se
refere estritamente ao processo de cruzamento entre as espécies. Este conceito
determina que espécies sdo grupos de populacdes biologicamente compativeis.
Entretanto, este conceito ndo pode ser usado em todas as espécies no género
Fusarium, pois algumas nao possuem fase sexual descrita até 0 momento (LESLIE;
SUMMERELL, 2006; VENTURA, 2000).

A identificacdo morfologica € uma abordagem principal para a classificacdo de
Fusarium e complementa outros métodos utilizados. O conceito de espécie
morfolégica € baseado em diferencas nas caracteristicas observaveis do fungo.

As espécies de Fusarium produzem trés tipos de esporos: macroconidios,
microconidios e clamiddsporos. Os macroconidios podem ser produzidos em
monofialides e polifidlides no micélio aéreo, mas também em monofialides curtas, e
em estruturas especializadas chamadas esporodéquios. Sendo assim, em Fusarium,
as caracteristicas morfolégicas primarias para a taxonomia do género, sdo a forma e
o tamanho dos macroconidios, microconidios e clamidésporos, e o tipo e presenca
de células conidiogénicas (geralmente para os microconidios). Outros caracteres
que sdo secundarios, mas que também podem ser utilizados na taxonomia dos
mesmos inclui a natureza das hifas em meio de cultura (por exemplo, morfologia
circinada), pigmentos produzidos e secretados (usualmente em meio Batata
Dextrose Agar), odores detectaveis, taxa de crescimento e producdo de metabolitos
secundarios (LESLIE; SUMMERELL, 2006; VENTURA, 2000).

Tradicionalmente, a maioria dos diagnosticos baseou-se fortemente nos
caracteres morfologicos. Estas caracteristicas juntamente com a gendmica sao
ferramentas Uteis para classificagdes iniciais na biodiversidade de fungos e outros
microrganismos. Historicamente, as caracteristicas morfologicas sao utilizadas para
distinguir espécies de Fusarium. Entretanto, o nimero de caracteres utilizados para
este fim é limitado perante o numero de espécies que precisam de distingdo
(LESLIE; SUMMERELL, 2006).
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A aplicacdo do conceito de espécie genética também tem sido utilizada para
diferenciar espécies de fungos. Este conceito atribui diferencas entre espécies a
partir de um subgrupo filogenético (clado) de individuos ou populacdes que possuem
uma mesma caracteristica, levando a uma grande diferenciacao entre populacdes de
fungos, que poderdo ser consideradas espécies diferentes sem, no entanto, poder
comprovar 0 conceito de espécie bioldgica. Atualmente, o uso de sequéncias
especificas do DNA é muito Gtil para identificar clados e de acordo com a distancia
filogenética, delimitar espécies. Entretanto, este método ndo é completamente
eficaz. Além disso, caracteristicas morfologicas bem estabelecidas também sao
necessarias e utilizadas neste intuito (KVAS et al., 2009; LESLIE; SUMMERELL,
2006).

Sendo assim, a aplicagcdo combinada dos conceitos de espécie morfologica,
biologica e filogenética tem contribuido para a taxonomia do FFSC, assim como
facilitou o reconhecimento e descricao das espécies inseridas nesse complexo. Essa
abordagem conjunta se mostrou mais robusta e confiavel, sendo que as espécies de
Fusarium por muito tempo foram separadas apenas por caracteristicas morfolégicas
e especificidade com hospedeiro (KVAS et al.,, 2009; LESLIE et al., 2001;
NIRENBERG; O’'DONNELL, 1998; VENTURA, 2000). No entanto, o uso de métodos
morfolégicos e microscopicos o6ticos para a identificacdo desses fungos carece de
precisao, o que € um grande problema no estudo da sua taxonomia.

E importante ressaltar que a diferenciacio e caracterizacéo de espécies de
fungos a partir de dados morfologicos, especialmente de Fusarium guttiforme e
Fusarium ananatum, é precaria. Torna-se, assim, necessario o desenvolvimento de
novas ferramentas que possibilitem & identificacdo e diferenciacdo taxon6mica de

ambas as espécies.

1.3.1 Técnicas para caracterizacdo e diferenciagcdo de Fusarium guttiforme e

Fusarium ananatum

O uso da microscopia 6ptica com o intuito de auxiliar na diferenciacao e
caracterizacdo de estruturas de Fusarium ananatum e Fusarium guttiforme tem sido
usado a partir da comparacao entre as principais caracteristicas determinantes nas
espécies dos fungos, como os arranjos dos conidios, a presenca ou auséncia de

monofidlides e polifidlides, conformacdo de micro- e macroconidios, clamiddsporos,
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como também a presenca das estruturas da fase sexual. Entretanto, considerando
os isolados de Fusarium em abacaxizeiro e a pouca informacgéo disponivel sobre a
identificag8o das espécies de Fusarium, ndo € possivel diferenciar as duas espécies
até o momento utilizando apenas a microscopia otica (JACOBS et al., 2010; LESLIE;
SUMMERELL, 2006; VENTURA, 2000).

Outro processo que pode ser utilizada em estudos taxondmicos e
morfologicos de fungos é a microscopia eletrénica de varredura (MEV). Este método
possui um grande poder de resolucdo, permitindo a observacdo de detalhes na
superficie do espécime, complementando, assim, estudos efetuados no microscopio
otico. Entretanto, mesmo o MEV muitas vezes néo € suficiente para a caracterizacao
e diferenciacdo de espécies similares, uma vez que a quantidade de caracteristicas
disponiveis para a sua diferenciacéo é limitante. Além disso, o préprio ambiente em
vacuo e a irradiacdo de elétrons nas amostras durante a leitura podem levar ao
surgimento de condicdes desfavoraveis em amostras sensiveis, e
consequentemente, possiveis alteragcdes em sua conformacdo, impossibilitando a
obtencéo de resultados fidedignos (OLIVEIRA et al., 2011).

Portanto, na auséncia de marcadores morfoldégicos precisos para separar as
espécies é necessario o desenvolvimento de novas tecnologias que possam auxiliar
na diferenciacdo e identificacdo das espécies, com destaque para 0 uso da
microscopia de forca atdbmica (MFA) considerada uma técnica de extrema
importancia para este fim.

A microscopia de forca atdbmica e seus diversos modos de operacéo
constituem uma nova classe de instrumentos pertencentes ao grupo de microscopias
chamadas SPM (Scanning Probe Microscopy). SPMs néo utilizam lentes para
obtencdo das imagens e ndo necessitam de uma fonte de luz, nem de um feixe de
elétrons. Estas técnicas baseiam-se na varredura da superficie estudada por meio
de sondas de dimensfes muito reduzidas, a distancias muito pequenas (da ordem
de alguns nandmetros), proporcionando uma alta resolucdo espacial, tanto lateral
como vertical, na visualizagcdo de superficies em nivel atbmico de diferentes
naturezas (metais, peliculas organicas, polimeros, amostras bioldégicas em sistemas
condutores e isolantes) e em diversos meios (KALININ; GRUVERMAN, 2007).

O principio de funcionamento do MFA baseia-se na varredura da superficie da
amostra por uma ponta piramidal (ponteira) de alguns micra de comprimento (100 a

200 um) e geralmente com menos de vinte nandmetros de diametro, integrada em
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um cantilever flexivel. E a partir da oscilagédo vertical da ponta por meio de forcas de
repulsdo e interacdo entre a ponta e a amostra estudada, obtém-se imagens
topograficas das amostras fidedignas a sua conformacéo original (WEST, 2006)
(Figura 1).

Laser

Detector

Cantilever

Amostra Forca de Atracao e Repulsao

Figura 1 - Imagem demonstrativa do funcionamento de um Microscopio de Forca Atdémica.

O MFA pode atuar em diferentes modos de leituras. No modo contato o
cantilever, ou sonda, é mantido a poucos angstrons da superficie da amostra e a
forca entre a ponta e a amostra é repulsiva. Neste modo de operacao, a ponta faz
um leve “contato fisico” com a amostra produzindo imagens topograficas com alta
resolucdo, entretanto, pode acarretar danos a amostra. J& no modo de leitura
denominado de dinédmico, ndo ocorre o contato da ponta com a amostra e a leitura é
feita a partir de forcas atrativas. Neste modo de leitura sdo formadas imagens
topograficas com menor resolucdo quando comparadas ao modo contato,
entretanto, este modo de leitura é extremamente seguro, pois ndo ocorrem danos ao
material estudado (DUFRENE, 2012).

O meétodo de leitura intermitente também & muito utilizado nas analises de
microscopia de for¢ca atdbmica. Este modo opera a partir da oscilacdo do cantilever
em relacdo a amostra, ou seja, alternadamente a ponta é colocada em contato com
a superficie e, em seguida, a mesma é levantada para fora da superficie para evitar

a friccdo da ponta em toda a superficie da amostra, sendo que este ciclo possui uma
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frequéncia de aproximadamente 50.000 até 500.000 oscila¢des por segundo. Esta
técnica permite obter imagens de alta resolucdo de amostras frageis, superando
problemas relacionados ao atrito quando comparado ao modo contato (DUFRENE,
2012).

A microscopia de forga atdmica € uma técnica eficiente na analise da
estrutura de uma superficie em nano escala. Usualmente, a andlise utilizando este
tipo de equipamento permite a obtencdo de dois tipos de imagens: imagens
topogréficas ou morfoldgicas e Phase Images. As imagens topograficas revelam
diferencas morfologicas e estruturais na superficie da amostra, enquanto as Phase
images determinam informacgdes sobre a superficie, como diferencas na composi¢cao
quimica (GUSTAFSSON et al., 2003).

Além do uso da microscopia de forca atbmica, outros métodos também
podem ser utilizados para contribuir na caracterizacdo e diferenciacdo de
macroconidios e microconidios de F. guttiforme e F. ananatum. O desenvolvimento
de estudos comportamentais, analisando a resposta de ambas as espécies em
ambientes diferentes (temperaturas e meios de culturas diferentes) é fundamental. A
caracterizagdo do comportamento dos fungos in vitro fornece importantes
informacdes para seu adequado cultivo e para producao de indculos viaveis, pois 0s
isolados podem apresentar diferencas de comportamento e de indculo quando
expostos a ambientes com variacdes de substrato e temperatura. Além disso, 0 uso
da microscopia de fluorescéncia e da citometria de fluxo também podem auxiliar
diretamente neste estudo.

A microscopia de fluorescéncia baseia-se no uso de corantes fluorescentes
ou fluorocromos para visualizagdo do espécime ou estrutura desejada. Quando
utilizado em fungos, estes fluorocromos, muitas vezes, se ligam aos componentes
especificos da parede celular e sob excitacdo ultravioleta emitem radiacdo com
comprimento de onda superior a radiacdo incidente, proporcionando uma melhor
visualizacdo dessas estruturas (LI, 2013). Portanto, esta técnica possui grande
potencial para possibilitar uma melhor diferenciacdo e caracterizacdo das espécies,
uma vez que gera imagens com maior nitidez e contraste. Além disso, possibilita a
visualizacdo de estruturas especificas que podem influenciar de maneira positiva no
estudo.

Adicionalmente, a citometria de fluxo € outra técnica que também pode ser

utilizada para a identificacéo e caracterizacdo de macroconidios e microconidios de
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ambas as espécies. Esta metodologia é utilizada para contar, examinar e classificar
particulas microscopicas suspensas em meio liquido em fluxo, permitindo assim a
analise de varios parametros simultaneamente. Realizada através de um aparelho
de deteccdo Optico-eletronico, sdo possiveis analises de caracteristicas fisicas e/ou
quimicas de uma simples célula (VOGT et al., 2013). Sendo assim, seu uso
possibilita a complementacdo de dados que podem levar a uma melhor
caracterizacéo e possivel diferenciacdo das duas espécies.

A microscopia de forca atdmica, de fluorescéncia e a citometria de fluxo séo
tecnologias promissoras para a caracterizacdo mais detalhada e possivel
diferenciacdo entre as espécies, com potencial para proporcionar a identificacdo e
caracterizacdo de novos marcadores fenotipicos. Tais marcadores poderdo auxiliar
de forma direta na identificacdo das duas espécies de Fusarium e contribuir para o
aprimoramento dos servigos fitossanitarios no Brasil e em outros paises produtores
de abacaxi, bem como dar o suporte para apoiar os programas de melhoramento do
abacaxizeiro para resisténcia a fusariose e mancha negra, além de contribuir para os

estudos de epidemiologia e definicdo de novas estratégias de manejo das doencas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar e caracterizar marcadores fenotipicos que possam ser utilizados pelos
servicos fitossanitarios do Brasil e de outros paises produtores de abacaxi, para

identificacdo dos agentes etiologicos da fusariose e da mancha negra.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizar um protocolo de microscopia de forca atdmica e microscopia de
fluorescéncia, para reconhecer marcadores fenotipicos em macroconidios e
microconidios de Fusarium ananatum e Fusarium guttiforme;

e Comparar as caracteristicas presentes na parede celular de Fusarium guttiforme
e Fusarium ananatum, utilizando a microscopia de for¢a atémica;

e Avaliar possiveis diferengas entre os isolados de Fusarium guttiforme e Fusarium
ananatum utilizando a citometria de fluxo;

e |dentificar um meio de cultura para obtencdo de macroconidios em Fusarium
guttiforme;

e Analisar as diferencas no desenvolvimento in vitro de ambas as espécies em

temperaturas e meios de cultura diferentes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DOS ISOLADOS

Foram utilizados neste estudo isolados de Fusarium guttiforme e Fusarium
ananatum, obtidos da Micoteca do Laboratério de Fitopatologia do Instituto Capixaba
de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (Incaper). Os isolados estudados
sdo de referéncia das espécies Fusarium guttiforme (E-203; NRRL 25624) e
Fusarium ananatum (E-680; CBS 118518). Todos os isolados, apds a cultura

monosporica, foram preservados em microtubos e armazenados a 4°C, no escuro.

3.2 CULTURA MONOSPORICA

Inicialmente, cada isolado foi semeado em tubo de ensaio inclinado contendo
meio batata dextrose agar (BDA). Apds 7 dias de crescimento, a 25°C e 12 horas de
fotoperiodo, foi feito a suspensao conidial, seguida de diluicdo seriada e semeadura
em placa de Petri contendo agar e agua. Apdés 24 horas, os conidios foram
removidos com auxilio de uma agulha e inoculados em novas placas de Petri
contendo meio agar-agua para crescimento. Apos 7 dias de crescimento em 25°C e
12 horas de fotoperiodo, o agar com o micélio foi cortado em discos, com auxilio de
um tubo cilindrico de metal de aproximadamente 4 mm de didmetro, colocado em

microtubos esterilizados e armazenados a 4°C, no escuro.

3.3 QUANTIFICACAO DE MACROCONIDIOS E MICROCONIDIOS EM FUSARIUM
ANANATUM E FUSARIUM GUTTIFORME EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA

Foram utilizados 4 meios de cultura liguidos diferentes para o
desenvolvimento deste experimento, sendo estes: SDA (Agar Dextrose Sabouraud:
40g/L glicose, 10g/L peptona, pH 5,6), 1% Sacarose, SNA com folhas de cravo
(Nutriente Sintético Agar: 0,5g/L MgS04.7H20, 1g/L de KH2POas, 1g/L de KNOg,
0,5g/L KCI, 0,2 g/L Glicose, 0,2 g/L Sacarose) e BM+CMC (Meio Basal +
Carboximetilcelulose: 0,5g/L MgS0O4.7H20, 1g/L de KH2POg4, 1 g/L NH4NOs, 1 g/L

Extrato de Levedura, 1g/L Carboximetilcelulose).
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Foram feitas 4 repeticdes para cada meio de cultura para a quantificagdo de
macro- e microconidios de F. ananatum como também para a andlise em F.
guttiforme, totalizando assim 32 amostras. Ambas as espécies foram cultivadas em
25°C, com 12h de fotoperiodo, 230 rotacdes por minuto (rpm) durante 14 dias.

As andlises foram feitas em 3, 7, 10 e 14 dias de crescimento, nas quais foi
utiizada a Céamara de Neubauer para contagem de macro- e microconidios,
utilizando 2 repeticbes de contagem para cada amostra. Foram retirados um total de
10 pl de cada amostra para cada leitura e foi utilizado um contador manual para a
contagem de cada estrutura.

Os resultados deste experimento foram submetidos a andlise de variancia e
comparacao de médias pelo Teste de Turkey a 5% de probabilidade, utilizando o

programa de analises estatisticas Assistat 7.7 (SILVA, 2016).

3.4 CARACTERIZACAO DE FUSARIUM ANANATUM E FUSARIUM GUTTIFORME
POR CITOMETRIA DE FLUXO

As analises de citometria de fluxo foram realizadas no equipamento Attune®
Acoustic Focusing Cytometer (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA) no
Laboratério de Biotecnologia Aplicada ao Agronegécio/UFES. Este citbmetro é
equipado com dois lasers de excitacdo, um na faixa do azul de 20 mW (488 nm) e
um na faixa do violeta de 50 mW (405 nm), ambos com trés canais de detecc¢éao.

Para o preparo das amostras, F. guttiforme e F. ananatum foram cultivadas
em 1% Sacarose durante 3 dias e BM+CMC durante 7 dias nas mesmas condi¢oes
de desenvolvimento, 25°C, 230 rpm e fotoperiodo de 12h. Posteriormente, foi obtida
uma solucéo de conidios de até 1x10° células/ml, os quais foram fixados em etanol
absoluto e ressuspendidos em PBS 1%. As amostras foram, entdo, centrifugadas a
0,3 rcf durante 2 minutos a 4°C e entdo o sobrenadante foi descartado. Sendo
assim, foi adicionado a solugcdo de RNAse (50mM TrisHCI pH 8, 15mM NacCl e
10mg/ml de RNAse) nas amostras, e posteriormente incubadas no
Eppendorf Thermomixer R a 37°C durante 2 horas. Apds este processo, as amostras
foram centrifugadas e 1 ml de PBS foi adicionado juntamente com 2ul de PI (iodeto
de propidio), o qual é classificado como um corante fluorescente que cora acidos

nucleicos, penetrando apenas em ceélulas com a membrana danificada. Apos a
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adicdo do corante, a amostra foi envolvida em papel aluminio e incubada a 37°C por
15 min.

ApOs estes processos, as amostras foram levadas para analise no citbmetro
de fluxo. No equipamento, a amostra contendo a suspenséao de conidios € aspirada,
e entdo esta suspensédo € conduzida por um fluxo continuo de solugéo salina até a
interceptacdo do feixe luminoso do laser, sendo que nesta etapa os conidios sdo
interceptados um a um. Apos a selecdo da populacdo de interesse, o equipamento
foi configurado para coletar a fluorescéncia das amostras através dos detectores
BL2 (575nm/24nm).

3.5 CRESCIMENTO DE FUSARIUM ANANATUM E FUSARIUM GUTTIFORME EM
DIFERENTES TEMPERATURAS

Os fungos F. ananatum e F. guttiforme foram repicados para placas contendo
BDA (Batata Dextrose Agar) para a comparacdo das suas taxas de crescimento em
6 diferentes temperaturas (10°C, 15°C, 20°C, 25°C, 30°C e 35°C). Foram feitas 4
repeticdes por espécie e todas as amostras foram cultivadas em fotoperiodo de 12h.

As analises foram feitas aos 5 dias de crescimento, utilizando uma régua
graduada em milimetros para medi¢cGes do crescimento da cultura.

Para a analise estatistica dos resultados obtidos foi feito um Teste de
Regresséo, no intuito de modelar a relagcéo existente entre as variaveis e o seu grau
de dependéncia estatistica. Tais analises foram feitas a partir do Assistat 7.7 (SILVA,
2016).

3.6 ANALISES POR MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA E MICROSCOPIA DE
FLUORESCENCIA

As andlises foram realizadas em dois microscopios de for¢ca atbmica (MFA)
diferentes, sendo eles: AFM5500M Hitachi, utilizando pontas com frequéncia de
ressonancia de 235 kHz e constante de forca de 12 N/m [Laboratério de Misturas
Poliméricas e Compodsitos Condutores no Instituto de Macromolécula da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (IMA/UFRJ)]; e o SPM9600 Shimadzu,
utilizando pontas com frequéncia de ressonancia de 204 - 497 kHz e constante de
forca de 10 — 130 N/m.
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As analises dos conidios de F. ananatum e F. guttiforme foram feitas a partir
do modo de leitura intermitente, obtendo assim imagens topograficas de alta
resolucao e Phase images.

Ambas as espécies cresceram em placas contendo SDA durante 7 dias com
fotoperiodo de 12h a 25°C. Posteriormente, foi feita uma suspenséo dos conidios em
agua destilada ultra pura. A partir desta suspenséo, os conidios foram centrifugados
a 0,3 rcf durante 2 minutos a 4°C e lavados trés vezes em agua destilada ultra pura.
Sendo assim, as amostras foram incubadas no Eppendorf Thermomixer R a 300
rpm, 25°C, overnight. Apos estas etapas, foram depositados 2 pl da suspencéo de
conidios em discos de mica (Highest Grade V1 15mm), os quais foram levados para
analise no MFA apds secagem das amostras.

As analises a partir da microscopia de fluorescéncia dos macroconidios e
microconidios dos isolados foram realizadas no Laboratério de Biotecnologia
Aplicada ao Agronegdcio/UFES, utilizando o equipamento NIKON Eclipse Ti-S. As
imagens foram realizadas com a objetiva de 100x, utilizando 6leo de imersao, e a
analise de dados foi feita utilizando o programa NIS-Elements.

Foi realizada a caracterizacdo morfolégica de F. ananatum e F. guttiforme de
acordo com Leslie e Summerell (2006) e Jacobs et al. (2010), analisando o formato e
septacdo de macro e microconidios, como também o tamanho (largura e
comprimento) destas estruturas. Para a realizacdo deste estudo, F. guttiforme e F.
ananatum cresceram em meio de cultura liquido BM+CMC durante 7 dias, 25°C, 230
rpm e fotoperiodo de 12h. Sendo assim, foram feitas suspensdes de conidios de
cada espécie em Tris Base, em uma concentracdo de 1x10° células/ml, apds
lavagens em tampé&o fosfato salino (PBS) 1%. Posteriormente, foram realizadas
analises de 200 macro- e microconidios de ambas as espécies corados com o0
corante Calcofluor White Stain (SIGMA-ALDRICH), na proporcéao de 1:1 em relacdo
a suspensao de conidios. Uma vez que as estruturas foram coradas, laminas foram
preparadas para visualizacao.

Além das analises de caracteristicas morfologicas dos macro e microconidios
de ambas as espécies utilizando a microscopia de fluorescéncia, também foram

feitas médias do comprimento e largura dessas estruturas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 QUANTIFICACAO DE MACROCONIDIOS E MICROCONIDIOS EM FUSARIUM
ANANATUM E FUSARIUM GUTTIFORME EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA

A quantificacdo de macroconidios e microconidios de F. ananatum e F.
guttiforme foi realizada em 4 meios de cultura diferentes durante 14 dias, onde
verificou-se o comportamento de ambas as espécies comparando a producéo de
macroconidios e microconidios das mesmas.

Constatou-se que nos intervalos de 7 e 10 dias ndo houve diferenca
estatistica significativa nas avaliacbes de producdes de macroconidios em F.
ananatum e F. guttiforme. Além disso, no desenvolvimento de microconidios em
ambas as espécies também ndo houve diferenca estatistica no intervalo de 3 dias.
Entretanto, as producdes destas estruturas em meios de culturas diferentes nos
demais intervalos apresentaram diferencas significativas quando comparadas e,
portanto, distinguiram estatisticamente (P<0,05) (Apéndice A).

A producgdo de macroconidios em F. guttiforme e F. ananatum nos intervalos
de 3, 7, 10 e 14 dias podem ser observadas na Figura 2. Em todos os periodos F.
ananatum apresentou uma alta producdo destas estruturas utilizando os meios de
cultura SNA, SDA e BM+CMC e uma baixa producdo das mesmas quando foi
utilizado 1% Sacarose.

O meio de cultura BM+CMC pode ser considerado o meio de cultura mais
favoravel ao desenvolvimento destas estruturas em todos os intervalos. Utilizando
este meio de cultura foi possivel obter 28x10% macroconidios/ml no intervalo de 3
dias, 32x10* macroconidios/ml no intervalo de 7 dias, como também 27x10%
macroconidios/ml e 30x10* macroconidios/ml nos intervalos de 10 e 14 dias,
respectivamente. Entretanto, utilizando o meio de cultura 1% Sacarose constatou-se
uma baixa producdo destas estruturas, desenvolvendo 1x104 macroconidios/ml em
todos os periodos analisados (Figura 2).

Adicionalmente, realizando a mesma analise em F. guttiforme, observa-se
uma baixa producdo de macroconidios utilizando os meios de cultura SNA, SDA e
1% Sacarose em todos os periodos, sendo que nos intervalos de 3 e 14 dias houve
auséncia na producao de macroconidios utilizando 1% Sacarose. Entretanto, a partir

do uso do meio BM+CMC foi possivel observar uma alta producdo de macroconidios
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em todos os periodos para esta espécie, destacando mais uma vez a sua
importancia. Utilizando este meio de cultura, F. guttiforme desenvolveu 7x10%
macroconidios/ml no intervalo de 3 dias, e 18x10% macroconidios/ml, 16x10%
macroconidios/ml e 18x10% macroconidios/ml nos intervalos de 7, 10 e 14 dias,
respectivamente. Por sua vez utilizando o meio de cultura 1% Sacarose, houve
auséncia na producdo de macroconidios nos intervalos de 3 e 14 dias, e uma
producdo de 1x10* macroconidios/ml nos periodos de 7 e 10 dias (Figura 2).
Portanto, comparando a producdo de macroconidios tanto para F. ananatum
como para F. guttiforme, observou-se que o meio de cultura BM+CMC é de extrema
importancia para o seu desenvolvimento, e que 1% Sacarose € um meio de cultura

limitante para o desenvolvimento destas estruturas em ambas as espécies.
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Figura 2 - Produgéo de macroconidios de Fusarium guttiforme e Fusarium ananatum em diferentes meios de
cultura (1% Sacarose; BM+CMC: Meio Basal + Carboximetilcelulose; SNA: Nutriente Sintético Agar;
SDA: Agar Dextrose Sabouraud) no intervalo de 14 dias.

A respeito da producdo de microconidios em F. ananatum e F. guttiforme &
possivel observar que SNA é o0 meio de cultura que mais favorece ao
desenvolvimento desta estrutura, sendo classificado como o meio de cultura com

maior taxa de microconidios (Figura 3).
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Em todos os intervalos analisados, F. guttiforme apresentou uma baixa
producdo de microconidios nos meios de cultura SDA e 1% Sacarose quando
comparados com SNA e BM+CMC. A partir da analise da producédo de microconidios
utilizando SNA e BM+CMC, observa-se que o meio de cultura SNA apresenta a
maior producdo, desenvolvendo 599x10* microconidios/ml no intervalo de 3 dias, e
1124x10* microconidios/ml, 1110x10* microconidios/ml e 955x104 microconidios/ml
nos intervalos de 7, 10 e 14 dias, respectivamente. Todavia, utilizando o meio de
cultura BM+CMC houve a producdo de 563x10* microconidios/ml, 697x10*
microconidios/ml, 858x10* microconidios/ml e 850x10* microconidios/ml nos
periodos de 3, 7, 10 e 14 dias, respectivamente. Além disso, SDA € caracterizado
por ser o meio de cultura com menor desenvolvimento de microconidios em todos os
intervalos, sendo que no periodo de 14 dias houve a menor producdo, 66x10%4

microconidios/ml (Figura 3).
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Figura 3 - Producdo de microconidios de Fusarium guttiforme e Fusarium ananatum em diferentes meios de
culturq (1% Sacarose; BM+CMC: Meio Basal + Carboximetilcelulose; SNA: Nutriente Sintético Agar;
SDA: Agar Dextrose Sabouraud) o intervalo de 14 dias.
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Neste contexto, também houve uma maior producdo de microconidios em F.
ananatum utilizando o meio de cultura SNA nos periodos de 7, 10 e 14 dias, sendo
gue somente no intervalo de 3 dias o meio BM+CMC foi o maior produtor. Além
disso, houve uma baixa producao desta estrutura utilizando 1% Sacarose e SDA em
todos os intervalos (Figura 3).

Nos intervalos de 3, 7, 10 e 14 dias é possivel observar, respectivamente,
uma producdo de 167x10* microconidios/ml, 499x10* microconidios/ml, 442x10*
microconidios/ml e 675x10* microconidios/ml utilizando o meio de cultura SNA,
entretanto, na producao de microconidios utilizando o meio de cultura BM+CMC, foi
observado 190x10% microconidios/ml, 236x10%* microconidios/ml, 288x10*
microconidios/ml e 222x10* microconidios/ml nos intervalos de 3, 7, 10 e 14 dias,
respectivamente. Apesar de BM+CMC possuir uma maior producdo de
microconidios no periodo de 3 dias, 0 meio SNA ainda é o mais vantajoso devido a
totalidade das analises. Adicionalmente, a menor producdo de microconidios em F.
ananatum foi observado no periodo de 7 dias utilizando o meio de cultura SDA, onde
foi encontrado 26x10* microconidios/ml (Figura 3).

Além disso, é importante ressaltar que tanto a producdo de macroconidios
como a de microconidios em F. ananatum e F. guttiforme apresentaram grande
relevancia no intervalo de 7 dias de crescimento. Utilizando o meio de cultura
BM+CMC foi possivel observar a maior producdo de macroconidios, tendo uma
concentracdo média de 32x10* macroconidios/ml para F. ananatum e 18x10*
macroconidios/ml para F. guttiforme. Na producdo de microconidios, F. guttiforme
apresentou a maior producgdo utilizando SNA, possuindo uma concentracdo média
de 1124x10* microconidios/ml. Além disso, F. ananatum também apresentou uma
grande producdo da mesma estrutura, com uma concentracdo média de 499x104/ml
microconidios. Sendo assim, este intervalo pode ser caracterizado como um periodo
impar para producdo de indculos ou outros tipos de estudos, relacionados a F.
ananatum e F. guttiforme, que dependem de uma alta concentracdo dessas
estruturas (Figura 2 e 3).

Portanto, conclui-se neste experimento que BM+CMC é o meio de cultura
mais favoravel para uma alta producdo de macroconidios em ambas as espécies
apos 7 dias de crescimento (Figura 2). A obtencdo de um meio de cultura eficiente
gue proporcione o desenvolvimento desta estrutura em F. guttiforme € inédita, sendo

assim, possui um grande potencial para a geracdo de um produto biotecnoldgico,
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possibilitando assim o desenvolvimento de uma formulagcdo comercial patenteavel
para o mercado, no intuito de auxiliar em estudos de taxonomia e de patogenicidade
desta espécie.

Além disso, o meio de cultura SNA é o mais favoravel ao desenvolvimento de
microconidios em ambas as espécies. Entretanto, para que ocorra a maxima
producdo de microconidios em F. guttiforme é necessario um prazo de 7 dias de
crescimento e para F. ananatum 14 dias (Figura 3).

Mansour et al., (2012) avaliaram a producdo de macroconidios em Fusarium
graminearum em diferentes meios de cultura durante um periodo de 14 dias. Os
resultados obtidos no nosso trabalho foram semelhantes uma vez que o meio de
cultura BM+CMC também influenciou positivamente na producdo de macroconidios
F. graminearum.

A andlise do comportamento in vitro da producdo de macroconidios e
microconidios em F. guttiforme e F. ananatum em diferentes meios de cultura é
fundamental para o desenvolvimento de estudos relacionados a estas espécies.
Além disso, estudos sobre o comportamento dessas duas espécies de modo geral,
como também a respeito da producdo de macroconidios e microconidios, séo
escassos. Portanto, tais pesquisas sado de extrema valia, pois se tratam de
estruturas importantes para varios estudos como o0s taxondmicos e o0
desenvolvimento de indculos viaveis, que podem ser empregados em estudos de
melhoramento genético do abacaxi.

Além disso, o desenvolvimento de um meio de cultura que favoreca o
surgimento dessas estruturas é fundamental. Segundo Leslie e Summerell (2006), F.
guttiforme apresenta uma baixa producdo de macroconidios em laboratorio,
dificultando assim estudos relacionados a esta espécie. Portanto, uma vez que
essas estruturas sdo desenvolvidas e se apresentam em grande quantidade é
possivel compara-las e, consequentemente, utiliza-las em metodologias para a
identificacdo e diferenciacdo de F. ananatum e F. guttiforme como também em
outras espécies do género. Logo, a analise comportamental in vitro em meios de
cultura diferentes, como também a escolha de um meio de cultura especifico que
possa desenvolver macro- e microconidios em grande escala para ambas as
espécies € fundamental para a elaboragéo de estudos variados.

E importante ressaltar que a condi¢do nutricional do meio de cultura influencia

diretamente na esporulacdo dos fungos, ou seja, no desenvolvimento de conidios. E
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isso varia em cada espécie de acordo com o0 meio de cultura que a mesma é
desenvolvida. No género Fusarium a producdo de grande quantidade de
macroconidios acontece, muitas vezes, quando o meio de cultura possui CMC
(Carboximetilcelulose), uma vez que a esporulacdo € estimulada por compostos
celulésicos. Portanto, o uso de CMC nos meios de cultura pode ser um diferencial no
processo de esporulacdo (MANSOUR et al., 2012; OHARA et al., 2004).

Adicionalmente, a baixa producdo de macroconidios em F. guttiforme
utilizando o meio de cultura SNA pode ter ocorrido devido ao uso de KCI (Cloreto de
Potdssio) neste meio de cultura. Segundo Leslie e Summerell (2006), esta
substancia aumenta a producdo de microconidios, porém pode resultar na completa
auséncia de macroconidios, podendo ser visto como um fator limitante no
desenvolvimento de macroconidios nesta espécie.

Sendo assim, a producdo de conidios ndo pode ser usada como uma
caracteristica taxonémica no género Fusarium, por ser inconsistente, levando a
classificacdo errada das espécies. A esporulacdo dos fungos esta diretamente
relacionada ao meio de cultura em que o mesmo esta inserido. O mesmo acontece
com a cor da cultura, uma vez que a mesma difere de acordo com o meio de cultura
utilizado, ndo podendo, assim, ser utilizada como uma caracteristica taxonémica
(LESLIE; SUMMERELL, 2006; KVAS et al., 2009).
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4.2 CARACTERIZACAO DE FUSARIUM ANANATUM E FUSARIUM GUTTIFORME
POR CITOMETRIA DE FLUXO

Utilizando a citometria de fluxo constatou-se que tanto F. ananatum quanto F.
guttiforme apresentam microconidios uninucleados e macroconidios multinucleados.
Utilizando o meio de cultura BM+CMC, a quantidade de eventos encontrados em F.
ananatum foi separada em macroconidios e microconidios, e foi observada a
presenca de um pico de fluorescéncia de menor intensidade com maior quantidade
de eventos referente aos microconidios e 3 picos de fluorescéncia com maior
intensidade e menor numero de eventos, relacionados aos macroconidios.
Adicionalmente, em F. guttiforme também foi achado um padréo de fluorescéncia
similar, porém com uma intensidade de fluorescéncia menor para os macroconidios
(Figura 17).

Todavia, utilizando o meio de cultura 1% Sacarose, F. ananatum e F.
guttiforme apresentaram um pico de fluorescéncia com uma grande quantidade de
eventos, sendo que este pico é referente aos microconidios. Entretanto, somente F.
ananatum apresentou outro pico de menor intensidade quando comparado com F.
guttiforme, referente a uma pequena quantidade de macroconidios que foram
produzidos neste meio de cultura (Figura 18). Tais resultados ja foram observados
neste trabalho, onde o meio 1% Sacarose ndo proporciona o desenvolvimento de
macroconidios em F. guttiforme, entretanto, F. ananatum produz uma pequena
guantidade desta estrutura quando comparado aos outros meios de culturas
analisados.

Portanto, devido ao perfil de fluorescéncia encontrado em cada espécie sob o
mesmo meio de cultura é possivel diferenciar F. ananatum de F. guttiforme. Sendo
assim, constata-se que a citometria de fluxo pode ser considerada uma nova

ferramenta biotecnoldgica para a taxonomia de ambas as espécies.
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Figura 4 - Andlise das populagbes de macroconidios e microconidios de Fusarium ananatum e Fusarium
guttiforme em meio de cultura BM+CMC, utilizando a Citometria de Fluxo.
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Figura 5 - Andlise das populacdes de macroconidios e microconidios de Fusarium ananatum e Fusarium
guttiforme em meio de cultura 1% Sacarose, utilizando a Citometria de Fluxo.
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Uma vez que o corante usado neste trabalho cora &cido nucleico (PI - lodeto
de Propidio), a intensidade da fluorescéncia esta diretamente relacionada ao
conteudo nuclear localizado na amostra, portanto, quanto maior a intensidade de
fluorescéncia, maior a quantidade de nucleos encontrados.

A quantidade e distribuicho de picos diferentes encontrados nos
macroconidios de ambas as espécies pode estar relacionada a septacdo desta
estrutura, possuindo assim um nucleo por septo e, consequentemente, quanto mais
septos maior quantidade de nucleos seriam encontrados (Figura 17). Tal resultado é
inédito e ainda ndo foi descrito na literatura para estas espécies. Estudos nessa area
para o género Fusarium ainda sdo escassos, sendo necessdaria a ampliacdo desta
area de conhecimento para se conhecer melhor as espécies presentes.

O fato de F. guttiforme apresentar uma intensidade de fluorescéncia menor
em relacdo aos macroconidios quando comparado a F. ananatum, pode estar
relacionado ao fato desta espécie possuir uma menor quantidade de nucleos e,
consequentemente, um menor numero de septacdo nesta estrutura (Figura 17).
Segundos Leslie e Summerell (2006), o padrdo de septacdo encontrado para as
duas espécies utilizando técnicas de microscopia Optica é de 2-3 septos por
macroconidios, o que também foi encontrado neste trabalho utilizando a Microscopia
de Fluorescéncia. Entretanto, a citometria de fluxo é um equipamento que
proporciona uma analise com maior quantidade de amostras como também a
obtencao de resultados mais refinados, sendo assim, utilizando esta técnica pode-se
chegar a conclusdo que os macroconidios de F. ananatum apresentam uma maior
guantidade de septacdo quando comparado a F. guttiforme. Entretanto, ndo é
possivel estabelecer a quantidade exata de septos encontrados, sendo necessarios
novos estudos para comprovar a quantidade exata de septos em cada espécie e,
posteriormente, esta caracteristica pode ser utilizada como um marcador para a
espécie.

Outro fator importante que corrobora com os resultados apresentados neste
experimento como também no experimento anterior (item 4.1) é a comparacao de
meios de cultura diferentes, como 1% Sacarose e BM+CMC. Utilizando 1%
Sacarose, ocorre a formacédo de um unico pico de fluorescéncia para F. guttiforme,
referente aos microconidios uninucleados, sendo que este possui uma baixa
intensidade de fluorescéncia e um alto nimero de eventos. Entretanto, para F.

ananatum foi encontrado dois picos de fluorescéncia, onde um apresenta uma
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grande quantidade de eventos e uma baixa fluorescéncia, referente aos
microconidios, e outro pico menor com maior intensidade de fluorescéncia, o qual
esta de acordo com o0s macroconidios. O meio de cultura 1% Sacarose é
caracterizado por ter uma baixa ou nula produgcdo de macroconidios em F. ananatum
e F. guttiforme, como ja descrito neste trabalho. Entretanto quando BM+CMC é
utilizado, ocorre outro padrdo de picos devido a alta producdo de macroconidios
multinucleados nas duas espécies. Tais picos apresentam maior intensidade de

fluorescéncia e menor quantidade de eventos (Figura 19 e 20).
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Figura 6 - Andlise das populacdes de macroconidios e microconidios de Fusarium guttiforme em diferentes
meios de cultura (1% Sacarose e BM+CMC), utilizando a Citometria de Fluxo.
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Figura 7 - Analise das populagdes de macroconidios e microconidios de Fusarium ananatum em diferentes
meios de cultura (1% Sacarose e BM+CMC), utilizando a Citometria de Fluxo.

Em trabalhos desenvolvidos por Ruiz-Roldan et al. (2010) e Shahi et al.
(2015), onde se estudou a dindmica nuclear de Fusarium oxysporum durante a
germinacdo e producdo de conidios, também foi constatado que microconidios néo
septados sdo uninucleados e a quantidade de nucleos em estruturas septadas é
diversificada, chegando até mesmo a 18 nucleos por septo em hifas. Além disso,
também foi observado que o envelhecimento da cultura esta estritamente
relacionado a quantidade de nucleos nas estruturas, que em culturas mais novas o
namero de nucleos é menor quando comparado a cultura mais velha. Além disso, o
meio de cultura para o crescimento do fungo também é essencial para o
aparecimento de mais nucleos, uma vez que meios de cultura pobres em nutrientes,
levam ao baixo desenvolvimento de hifas e conidios, e consequentemente, uma
baixa quantidade de nucleos.

Em Seong et al. (2008), onde foram desenvolvidos estudos para compreender

0 processo de germinacdo dos conidios em Fusarium graminearum, também foi
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observado que a distribuicdo dos nucleos em macro- e microconidios pode estar
relacionado ao envelhecimento da cultura, levando a uma maior quantidade de
ndcleos em culturas mais velhas. Além disso, também foi encontrada a presenca de
um nucleo por septo em culturas novas, entretanto, em culturas mais velhas foi
encontrada a presenca de até dois nacleos por septo.

Estudos relacionados a condic&o nuclear de conidios sdo escassos no género
Fusarium, embora este seja diretamente ligado a processos como germinagao,
producdo de conidios e crescimento de hifas. Tais processos fazem parte do
processo de infeccdo no hospedeiro, portanto, € extremamente importante o
desenvolvimento de novos estudos nesta area (RUIZ-ROLDAN et at., 2010; SHAHI
et al., 2015).
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4.3 CRESCIMENTO DE FUSARIUM ANANATUM E FUSARIUM GUTTIFORME EM
DIFERENTES TEMPERATURAS

O resultados da analise de crescimento de F. ananatum e F. guttiforme sob
influéncia de diferentes temperaturas no periodo de 5 dias esta apresentado nas

Figuras 4 e 5.

CRESCIMENTO (cm)
N w & 7]

—

0 5 10 15 20 25 30 35 40
TEMPERATURA (°C)

B Fusarium ananatum © Fusarium guttiforme

Figura 8 - Crescimento radial micelial (cm) de Fusarium ananatum e Fusarium guttiforme em diferentes
temperaturas (°C) no meio de cultura BDA, ao final de 5 dias de incubagéo.

Houve um aumento no crescimento micelial de ambas as espécies até a
temperatura de 25°C, e que apds atingir esta temperatura ideal, as mesmas
apresentaram um decréscimo na sua taxa de crescimento (Figura 4).

A espécie de F. ananatum apresentou um crescimento radial micelial similar
guando comparado a F. guttiforme na temperatura de 10°C e 20°C. Sendo que, o
crescimento radial micelial de F. ananatum e de F. guttiforme na temperatura de
10°C foi de 1,2 cm, e na temperatura de 20°C, ambas as espécies apresentaram um
crescimento radial micelial de 4 cm (Figura 4).

Entretanto, na temperatura de 15°C e 25°C, F. ananatum obteve uma média
de crescimento radial micelial maior quando comparado a F. guttiforme.

Especificamente na temperatura de 15°C, F. ananatum apresentou um crescimento
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radial micelial de 2,86 cm e F. guttiforme de 2,42 cm. E por sua vez, na temperatura
de 25°C, F. ananatum obteve um crescimento radial médio de 5,51 cm, enquanto o
de F. guttiforme foi de 5,23 cm. Entretanto, a partir da avaliacdo do crescimento
radial micelial na temperatura de 30°C, F. guttiforme passou a apresentar uma
meédia de crescimento maior quando comparado a F. ananatum, obtendo um valor
médio de 4,02 cm, enquanto F. ananatum obteve 3,37 cm. Além disso, na
temperatura de 35°C ndo houve desenvolvimento da cultura de F. ananatum, porém
a cultura de F. guttiforme obteve um indice médio de crescimento radial micelial de
0,9 cm (Figura 4).

Portanto, F. ananatum apresenta melhor crescimento em temperaturas
amenas, no entanto novos experimentos devem ser realizados com um maior
namero de isolados desta espécie. Segundo Jacobs et al. (2010), esta espécie foi
descrita na Africa do Sul, um pais de clima temperado, ou seja, com temperaturas
mais baixas quando comparado aos tropicos. Portanto, é plausivel que F. ananatum
apresentasse tal comportamento em temperaturas mais baixas. Além disso, a

auséncia de crescimento do fungo a 35°C reforga esta caracteristica.

F.

guttiforme

F.

ananatum

Temp. (°C) 10 15 20 25 30 35

Figura 9 - Representacdo do crescimento radial micelial de Fusarium guttiforme e Fusarium ananatum em
diferentes temperaturas.

Por sua vez, F. guttiforme teve um crescimento médio maior em temperatura
mais quentes, 30°C, quando comparado com F. ananatum. Este fungo é encontrado
somente na América do Sul, principalmente no Brasil, 0 qual € um pais que possui
um clima mais quente, sendo amplamente caracterizado como clima tropical e
subtropical (VENTURA; ZAMBOLIM, 2002).
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Portanto, a partir da andlise geral da influéncia da temperatura no
desenvolvimento de F. guttiforme e F. ananatum, foi possivel constatar que a
temperatura 6tima para o desenvolvimento de ambos os fungos € de 25°C, sendo
esta utilizada como padrédo para o crescimento de ambas as culturas. Segundo
Andrade et al. (2010) a temperatura € um dos fatores que mais influenciam no
crescimento micelial dos fungos.

Em um trabalho desenvolvido por Costa et al. (2009) e Garcia (2013), onde foi
analisado o comportamento in vitro de F. guttiforme em diferentes temperaturas,
também foi encontrado que a temperatura de 25°C ¢é a ideal para o desenvolvimento
deste fungo, corroborando assim com este trabalho.

Além disso, também ¢é importante observar que tanto F. ananatum como F.
guttiforme apresentaram um padréo similar de coloracdo do micélio utilizando o meio
de cultura BDA (Figura 5). A cor da cultura j& foi descrita como um indicador de
espécie, entretanto, esta caracteristica pode mudar de acordo com a composicdo do
meio de cultura que é utilizado. Portanto, a utilizacdo deste método para a
caracterizacdo de espécies deste género € inconsistente, levando a uma

identificag&o incorreta.
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4.4 ANALISES MICROSCOPICAS

4.4.1 Microscopia de Fluorescéncia

A partir da andlise morfologica de 200 macroconidios e 200 microconidios de
F. ananatum e F. guttiforme utilizando a Microscopia de Fluorescéncia, foi possivel
observar as principais caracteristicas taxonémicas utilizadas para a diferenciacdo e
identificacdo de ambas as espécies.

A utlizacdo do corante Calcofluor White Stain (SIGMA-ALDRICH) foi
fundamental para uma melhor visualizagdo da morfologia, forma e septacdo dos
macro e microconidios, uma vez que ele cora a quitina, encontrada na parece celular
de fungos, possibilitando que os macro- e microconidios estivessem com um maior
destaque, nitidez e contraste. Portanto, foram feitas imagens de macro- e
microconidios de F. ananatum e F. guttiforme, obtendo um padréo de caracteristicas
esperadas para cada uma e, consequentemente, este padréo foi utilizado para sua
caracterizacéo e diferenciacao (Figuras 8 e 9).

A partir da avaliacdo das imagens de F. ananatum constatou-se que esta
espécie apresentou uma maior quantidade de microconidios com 1 septo, quando
comparado a F. guttiforme, podendo ser uma recomendacdo para as chaves
taxondmicas de ambas as espécies. Foram encontrados 157 microconidios (78,5%)
com 1 septo para F. ananatum, enquanto F. guttiforme, apresentou 17 microconidios
com 1 septo (8,5%) (Figura 6). Entretanto, estas estruturas apresentaram 0 mesmo
formato obovoide (Figura 8C e Figura 9C). Segundo Leslie e Summerell (2006) e
Jacobs et al. (2010), ambas as espécies possuem microconidios no formato
obovoide, que podem ter 1 septo ou ndo, o que foi confirmado com os resultados
encontrados neste trabalho.

Em relacdo aos macroconidios, foi observado que tanto F. ananatum quanto
F. guttiforme apresentaram similaridades, apresentando 2-3 septos e uma forma reta
a ligeiramente curvada, como descrevem Nirenberg e O’Donnell (1998) e Jacobs et
al. (2010) (Figura 8D e Figura 9D). Dentre os 200 macroconidios analisados em
ambas as espécies, F. ananatum apresentou 56,5% de macroconidios com 3 septos
e 43,5% com 2 septos, e F. guttiforme exibiu 53,5% de macroconidios com 3 septos

e 46,5% com 2 septos (Figura 7).
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Figura 10 - Distribuicdo da septagdo em microconidios de F. ananatum e F. guttiforme em meio de cultura
BM+CMC.
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Figura 11 - Distribuicdo da septagdo em macroconidios de F. ananatum e F. guttiforme em meio de cultura
BM+CMC.

Em Soares (2011), também foi observado 0 mesmo padrdo de caracteristicas
em F. guttiforme, apresentando, assim, microconidios obovoides com 1 septo ou

ndo, e macrococonidios retos a ligeiramente curvados com 2-3 septos.
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Figura 12 - Caracteristicas morfoldgicas de Fusarium ananatum, patégeno do abacaxizeiro. A-B: Cultura de
Fusarium ananatum em BDA apés 5 dias de crescimento, parte superior e do verso da cultura,
respectivamente. C: Microconidios de Fusarium ananatum na objetiva de 100x, utilizando
Calcofluor. D: Macroconidios de Fusarium ananatum na objetiva de 100x utilizando Calcofluor.

Figura 13 - Caracteristicas morfolégicas de Fusarium guttiforme, patdégeno do abacaxizeiro. A-B: Cultura de
Fusarium guttiforme em BDA ap6s 5 dias de crescimento, parte superior e do verso da cultura,
respectivamente. C: Microconidios de Fusarium guttiforme na objetiva de 100x, utilizando
Calcofluor. D: Macroconidios de Fusarium guttiforme na objetiva de 100x utilizando Calcofluor.
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O uso dessa ferramenta juntamente com corantes foi eficaz, pois possibilitou
uma melhor visualizacdo das estruturas utilizadas para a taxonomia das espécies
estudadas. Entretanto, devido a falta de variacdo nas estruturas observadas de F.
ananatum e F. guttiforme avaliadas, ndo foi possivel realizar a distincdo morfolégica
dessas duas espécies utilizando a microscopia de fluorescéncia.

O’Donnell et al. (2008), ao avaliarem marcadores morfologicos de espécies de
Fusarium associadas ao milho, ndo conseguiram distinguir Fusarium aethiopicum de
outras trés espécies do complexo F. graminearum (F. graminearum, F. vorosii e F.
asiaticum). Em espécies do género Fusarium néo existem caracteres morfoldgicos
suficientes para distincdo da maioria das espécies. Portanto, € importante o
desenvolvimento de novas metodologias para a caracterizacdo e diferenciacao de
espécies deste género.

As observacdes morfométricas de 200 microconidios e 200 macroconidios de
F. ananatum e F. guttiforme analisados, estdo representados nas Figuras 10 e 11,

respectivamente (Apéndice B).
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Figura 14 - Variacdo em comprimento e largura de microconidios em Fusarium ananatum e Fusarium guttiforme.

e: representa os valores da mediana. *: representa os Outliers. ¥ : representa a média de cada
estrutura.
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Figura 15 - Variagdo em comprimento e largura de macroconidios em Fusarium ananatum e Fusarium
guttiforme. e: representa os valores da mediana. *: representa os Outliers. ¥ : representa a média
de cada estrutura.

Os microconidios de F. ananatum apresentaram um tamanho maior em
relacdo ao comprimento e largura, quando comparado a Fusarium guttiforme. Na
espécie de F. ananatum, os microconidios possuem uma média de comprimento e
largura de 11,04 um e 3,26 um, respectivamente. Ja F. guttiforme, apresenta uma
média de comprimento de 9,27 ym e uma média de largura de 2,81 ym (Figura 10).

Além disso, os microconidios de F. ananatum apresentam um valor mediano
de 9,74 ym em relagédo ao comprimento, e 3,19 um em relagédo a largura. A partir
desses dados € possivel observar que estas estruturas possuem uma amplitude
superior de 8,74 pm e uma amplitude inferior de 3,74 pm. Portando, os
microconidios desta espécie atingiram um valor maximo de comprimento de 18,47
MM e minimo de 6 ym de comprimento. Em relagao a largura destas estruturas nesta
espécie foi constatado que a mesma apresenta um valor maximo de largura de 4,44
gm e minimo de 2,08 um, a partir de uma amplitude superior e inferior de 1,25 um e
1,11 um, respectivamente (Figura 10).

Os microconidios de F. guttiforme possuem um valor mediano de 8,97 ym e

2,78 ym em relagdo ao comprimento e largura, respectivamente. A analise da



51

largura destas estruturas demonstrou uma amplitude superior de 0,99 um e inferior
de 0,73 pm, obtendo entédo o valor maximo de largura de 3,77 ym e minimo de 2,05
pum. Em relagdo ao comprimento, os mesmos apresentaram uma amplitude superior
e inferior de, respectivamente, 6,67 ym e 4,12 um. Portanto, os valores maximos e
minimos encontrados a respeito do comprimento de microconidios de F. guttiforme
foram de 15,64 pm e 4,85 um, respectivamente (Figura 10).

Nas observacdes dos macroconidios de ambas as espécies, observa-se que
os macroconidios de F. guttiforme apresentam de forma geral uma média de
tamanho menor quando comparado a F. ananatum. Os macroconidios de F.
ananatum apresentam uma média 34,97 um de comprimento e 4,68 um de largura,
enquanto F. guttiforme apresenta uma média de 30,42 ym de comprimento e 3,92
Mm de largura (Figura 11).

Os macroconidios de F. ananatum apresentaram valores medianos de 32,93
pm de comprimento e 4,70 ym de largura. Portanto, os mesmos possuem valores
maximos e minimos de comprimento de 57,27 ym e 20,36 um, respectivamente,
referente a uma amplitude superior de 24,34 um e inferior de 12,57 uym. A largura
apresenta amplitudes inferiores e superiores de 1,55 ym e maximos de 1,75 ym,
acarretando a valor maximo de 6,45 pm e minimo de 3,15 ym (Figura 11).

Entretanto os macroconidios de F. guttiforme apresentam valores medianos
de 29,35 uym de comprimento e 3,8 ym de largura. Sendo assim, 0s mesmos
possuem amplitude superior e inferior de 18,59 ym e 11,97 ym, respectivamente, em
relacdo ao comprimento, e de 1,63 pm e 1,26 ym em relacdo a largura,
respectivamente. Consequentemente, o valor maximo de comprimento de
macroconidios em F. guttiforme é de 47,94 ym e minimo de 17,38 um, e valor
maximo de largura é de 5,43 um e minimo de 2,54 um (Figura 11).

A partir das analises estatisticas dos microconidios de ambas as espécies, foi
observada a formacdo de alguns outliers, ou seja, a existéncia de alguns valores
discrepantes quando comparados com o0s padrdoes de respostas obtidos ou pontos
fora dos limites encontrados. Foram observados outliers em relagdo ao comprimento
dos microconidios de F. guttiforme e F. ananatum, como também na largura dos
microcondios de F. ananatum. Todavia, na analise estatistica de macroconidios de
ambas as espécies, somente para a largura de macroconidios de F. ananatum né&o

foram encontrados outliers.
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O tamanho de conidios € uma das caracteristicas que € avaliado na
taxonomia de fungos. Esta metodologia é aplicada em diversos estudos e pode ser
essencial na diferenciacdo de espécies semelhantes (LESLIE; SUMMERELL, 2006;
WEIR et al., 2012). Neste contexto, a avaliacdo do tamanho dos macroconidios e
microconidios de F. ananatum e F. guttiforme pode ser estabelecida como uma
forma de distinguir as duas espécies, uma vez que comparado com o valor
encontrado como padrdo para F. guttiforme, F. ananatum apresentou macro- 14%
maiores e microconidios 19% maiores. Sendo assim, este resultado pode ser uma
recomendacdo para as chaves taxonbmicas de F. ananatum e F. guttiforme,

entretanto, mais isolados devem ser comparados para confirmar esta caracteristica.

4.4.2 Microscopia de Forca Atémica

Na busca de algum marcador morfolégico que possibilite a diferenciacéo de F.
ananatum de F. guttiforme, foram realizadas imagens da parede celular dos conidios
de ambas as espécies. A partir das analises desenvolvidas na microscopia de forca
atdbmica, foi possivel obter imagens topograficas, revelando diferencas morfologicas
e estruturais na superficie da amostra, e Phase images, determinando informacoes
sobre a superficie, como diferencas na composi¢cdo quimica. Nas Figuras 12 e 13
observa-se imagens bidimensionais e tridimensionais representativas de conidios de

F. ananatum e F. guttiforme, respectivamente.
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Figura 16 - Imagem bidimensional (A) e tridimensional (B) de conidios de Fusarium ananatum.
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Figura 17 - Imagem bidimensional (A) e tridimensional (B) de conidios de Fusarium guttiforme.

As imagens topograficas bidimensionais e tridimensionais possibilitam
observar com alta resolugéo a conformacao dessas estruturas, possuindo assim um
grande potencial para a diferenciacdo das duas espécies. Nesta analise foram
encontradas a formacéo de protuberancias em 42,85% dos conidios analisados de
F. guttiforme (Figura 14A e 16), corroborando com os resultados encontrados em

Aquije (2010), e auséncia desta estrutura em F. ananatum (Figura 15A e 16).

Figura 18 - Imagens da parede celular de um conidio de Fusarium guttiforme. A: Imagem bidimensional. B:
Imagem do Modo Phase.
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Figura 19 - Imagens da parede celular de um conidio de Fusarium ananatum. A: Imagem bidimensional. B:
Imagem do Modo Phase.

Fusarium guttiforme Fusarium ananatum

Figura 20 - Comparacdo de imagens tridimensionais das paredes celulares de conidios de F. guttiforme e F.
ananatum, obtidas por microscopia de forca atémica.

Esta estrutura encontrada na parede celular de conidios de F. guttiforme
ainda nao foi descrita na literatura, no entanto, pode ser classificada como um
marcador morfolégico para a espécie quando comparado a F. ananatum. Este fato é
de grande importancia para a taxonomia deste fungo, pois ira auxiliar diretamente na
sua identificacdo e classificacdo, uma vez que a quantidade de marcadores
morfologicos é escassa.

E necessario o desenvolvimento de novas ferramentas que possibilitem a
identificagdo e diferenciacdo taxon6mica fidedigna de ambas as espécies. A
utilizacado da microscopia de forca atdbmica em estudos taxondmicos ainda € recente

e poucos trabalhos sdo encontrados na literatura. Entretanto, o uso dessa
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ferramenta com intuito biotecnolégico, mostrou ser promissora, uma vez que foi
possivel encontrar estruturas em nano escala na parede celular de F. guttiforme,
podendo, entdo, ser utilizada na taxonomia desta espécie e futuramente no género
para diferenciar as espécies dos diferentes complexos. A descoberta de novos
marcadores morfolégicos em F. guttiforme, abre novas perspectivas na taxonomia
de patdgenos contribuindo para o estabelecimento de estratégias de manejo das
doencas e facilitando os servicos fitossanitarios do Brasil e de outros paises
produtores de abacaxi no mundo.

Segundo Gustafsson et al. (2003), substancias hidrofébicas e hidrofilicas
apresentam diferentes tonalidades nas imagens do modo Phase Images.
Geralmente substancias que sdo caracterizadas por serem hidrofilicas apresentam
uma tonalidade escura, devido a uma menor forca de adesao entre a ponta do MFA
e a amostra, e substancias hidrofébicas uma tonalidade mais clara, pois apresentam
uma maior forca de adesdo (HUANG et al., 2012). De acordo com as Phase
imagens obtidas de F. guttiforme (Figura 15B), € observado que as protuberancias
formadas em sua parede celular apresentam uma tonalidade mais escura quando
comparado ao restante da amostra, e, portanto, pode ser caracterizada por ser uma
estrutura hidrofilica. J& em F. ananatum (Figura 16B) tais protuberancias ndo séo
encontradas.

Dentre as principais substancias constituintes na parede celular de fungos, os
carboidratos sdo classificados como hidrofilicos e podem ser encontrados na forma
de quitina e outros. Portanto, supde-se que tais protuberancias encontradas em F.
guttiforme podem ser aglomerados de carboidratos, os quais nao foram localizados
em F. ananatum. Entretanto, mais estudos devem ser realizados para identificar qual

substancia seria essa.
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5 CONCLUSOES

Constatou-se que as espécies de F. ananatum e F. guttiforme apresentaram
caracteristicas diferentes in situ quando crescidos em meios de cultura diferentes. O
meio de cultura BM+CMC € o mais indicado para a producdo de macroconidios nas
duas espécies, e para a producédo de microconidios o meio de cultura SNA foi 0 mais
eficiente. Os meios de cultura selecionados apresentam potencial para a patente de
um produto biotecnoldgico com aplicacdo no mercado da microbiologia.

O uso da microscopia de fluorescéncia para a caracterizacao e diferenciacao
de F. ananatum e F. guttiforme, mostrou-se efetiva e de grande auxilio em trabalhos
taxondmicos. Comparando os tamanhos de macro- e microconidios de F. ananatum
e F. guttiforme, constatou-se que F. ananatum possui macro- e microconidios
maiores, além disso, também foi observado que F. ananatum produz uma maior
quantidade de microconidios septados quando comparada com F. guttiforme. Tais
fatos podem ser utilizados como uma recomendacao para as chaves taxondmicas de
ambas as espécies

Na otimizacdo de um protocolo de analise de conidios por microscopia de
forca atbmica, foi possivel encontrar novos marcadores morfolégicos
(protuberéancias), localizados na parede celular dos conidios e que, possivelmente,
podem ser utilizados para a taxonomia da espécie de F. guttiforme.

A citometria de fluxo evidenciou diferencas na distribuicdo de nucleos em
microconidios e macroconidios das espécies de F. guttiforme e F. ananatum,
podendo vir a ser uma ferramenta biotecnoldgica essencial para a caracterizacao e

taxonomia das duas espécies.
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APENDICES

Apéndice A: Produgdo de macroconidios e microconidios de F. guttiforme e F. ananatum em diferentes
meios de cultura (SNA: Nutriente Sintético Agar; SDA: Agar Dextrose Sabourad; BM+CMC:
Meio Basal + Carboximetilcelulose; Sacarose (1%)) durante 14 dias.

Periodo _ Macroconidios (N°x10%/ml) Microconidios (N°x10%ml)
de Meios de
incubacg&o Cultura Fusarium Fusarium Fusarium Fusarium
(dias) ananatum guttiforme ananatum guttiforme
SNA 7 bAl 1Bb 167 NS 599 N-S.
SDA 8 Ba 2bB 57 121
3 BM+CMC 28 aA 7 aB 190 563
AN 1cA 0 bA 39 321
SNA 12NS NS 499Ab 1124 aA
SDA 4 4 26 bA 85 cA
! BM+CMC 32 18 236 abB 697 bA
Saclaof)ose 1 1 47 bB 468 bA
SNA gnNs. 2NS. 442 aB 1110aA
SDA 4 3 28 bA 88 cA
10 BM+CMC 27 16 288 abB 858 aA
Saclaof)ose 1 1 41 bB 461 bA
SNA 15 bA 2bB 675 aB 955 aA
SDA 3CcA 1 bA 27 bA 66 cA
14 BM+CMC 30 aA 18 aB 222 bB 850 aA
1% 1cA 0 bA 58 bB 493 bA
Sacarose

IMédias de quatro repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna ou mailscula na

linha, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05) para cada periodo de incubacao.

N-S.Diferenca nao significativa entre os meios de cultura no periodo de incubagéo.



61

Apéndice B: Comprimento e largura de 200 macroconidios e 200 microconidios de F.
ananatum e F. guttiforme.

Fusarium guttiforme Fusarium ananatum

N° Microconidios (um) Macroconidios (um) Microconidios (um) Macroconidios (um)

Comprimento | Largura | Comprimento | Largura | Comprimento | Largura | Comprimento | Largura
1 8,97 2,87 31,12 3,33 19,59 5,04 23,33 5,58
2 10,52 2,85 29,44 3,73 11,75 4,42 30,10 4,69
3 12,28 3,08 19,19 3,98 14,22 4,00 29,45 4,88
4 9,06 2,56 26,13 3,75 14,31 3,66 26,17 3,43
5 8,11 2,87 26,88 3,84 19,98 3,61 24,62 3,35
6 8,09 2,72 30,68 4,82 14,02 3,09 23,07 3,22
7 7,56 2,10 35,30 3,51 17,86 3,13 25,17 4,02
8 8,98 2,73 25,84 3,81 14,60 3,86 21,13 3,15
9 7,25 2,40 22,86 3,76 19,93 3,64 43,88 3,73
10 9,31 3,40 26,02 4,13 8,36 3,53 21,24 5,98
11 11,07 3,23 23,20 3,81 14,47 3,35 40,47 4,05
12 14,15 3,75 26,72 4,32 13,71 4,06 30,70 3,84
13 7,21 2,71 37,06 3,61 20,24 3,87 39,15 3,86
14 10,30 3,48 19,70 3,37 17,65 3,54 41,17 4,21
15 6,86 2,96 39,76 3,43 15,62 2,58 52,12 3,93
16 10,82 3,34 24,53 4,27 18,47 3,60 27,61 4,92
17 8,68 3,30 30,06 4,85 17,56 3,57 35,75 3,83
18 9,37 3,13 22,55 4,00 12,47 3,29 35,97 3,69
19 17,69 3,53 28,82 4,72 20,02 2,72 49,53 3,72
20 11,99 2,62 40,78 3,45 17,90 3,40 28,44 4,05
21 6,13 2,77 21,96 3,88 12,31 3,72 27,53 4,70
22 9,80 2,86 42,47 3,87 15,57 2,96 39,48 5,15
23 7,60 2,35 24,20 3,82 16,14 3,25 32,80 3,86
24 10,18 3,48 24,76 3,64 14,55 3,06 32,21 4,75
25 12,38 3,60 28,18 3,58 21,82 3,47 41,33 3,43
26 9,02 2,53 25,36 4,63 14,53 3,71 31,87 4,10
27 7,61 2,91 19,87 4,05 21,31 2,84 24,00 5,17
28 8,35 2,36 20,41 3,34 17,23 3,01 49,74 3,83
29 7,12 2,78 19,95 3,43 12,23 2,87 41,84 4,74
30 10,46 2,79 39,50 3,16 13,10 3,50 39,56 3,91
31 5,84 2,78 40,49 4,38 17,06 3,33 33,30 5,22
32 8,82 2,82 26,84 4,31 14,21 4,09 43,55 4,43
33 5,55 2,33 19,09 3,22 9,62 2,96 41,37 3,85
34 9,62 3,49 30,54 4,70 7,48 3,48 41,16 3,64
35 6,52 2,88 31,87 4,25 18,32 4,03 42,21 4,50
36 6,08 2,58 26,69 4,81 12,24 3,73 49,60 4,83
37 12,21 3,56 35,04 3,49 23,83 3,86 44,86 4,41
38 14,39 3,09 21,18 3,29 23,39 3,59 60,12 4,50
39 7,69 2,60 21,78 4,61 8,04 2,83 29,88 4,74
40 7,02 2,43 43,24 4,09 13,70 3,68 27,76 4,57
41 4,87 2,95 26,37 5,06 14,40 3,21 24,82 3,67
42 8,53 3,31 60,39 3,99 15,61 4,12 32,76 4,88
43 8,90 2,71 33,79 2,99 17,41 3,82 46,78 4,98
44 7,56 2,31 30,64 2,73 13,47 3,62 35,08 4,31
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45 6,85 2,28 29,30 2,97 20,91 4,39 23,45 511
46 6,97 2,33 28,49 3,27 15,61 2,81 54,43 4,06
47 6,43 2,27 31,28 3,52 11,68 3,87 26,61 4,89
48 11,04 2,89 34,08 2,99 10,67 2,98 25,54 3,94
49 8,92 2,61 32,45 3,49 14,23 4,65 35,15 3,76
50 7,85 2,10 28,50 3,83 15,02 3,41 26,50 5,28
51 6,13 2,55 21,70 3,92 13,48 3,05 43,03 3,90
52 9,23 2,38 50,92 3,72 11,31 3,42 36,08 5,35
53 7,61 2,71 28,37 4,15 10,90 2,52 36,78 4,70
54 7,64 2,89 31,48 4,26 10,08 3,37 26,72 4,76
55 10,01 2,40 29,68 4,17 22,88 3,44 35,05 4,79
56 6,66 2,52 24,61 4,79 18,96 3,46 25,29 4,43
57 8,31 2,55 29,16 3,47 15,02 2,71 45,43 4,64
58 7,67 2,32 47,54 3,47 11,07 2,61 43,23 4,69
59 8,11 2,65 33,62 2,86 19,55 4,73 43,44 4,73
60 6,56 2,62 30,59 4,22 9,01 3,65 28,58 6,07
61 13,09 2,67 41,72 3,08 8,07 3,56 27,40 5,21
62 10,58 2,54 30,19 3,06 10,77 3,52 27,07 4,92
63 10,55 2,56 32,30 5,26 10,65 3,29 27,27 5,62
64 9,57 2,36 32,12 4,32 10,64 3,82 24,78 4,72
65 5,49 2,08 46,41 5,09 9,92 3,53 32,27 5,17
66 11,34 2,88 26,30 4,95 9,62 3,38 29,73 5,16
67 9,10 2,36 51,48 3,51 8,67 3,12 30,30 5,19
68 6,50 2,44 22,37 3,66 11,37 2,92 57,27 4,21
69 14,22 3,06 21,06 4,04 10,32 2,87 56,60 3,73
70 5,97 2,70 22,41 3,74 8,36 2,76 4571 4,29
71 9,42 2,87 22,97 3,61 8,13 3,83 32,13 5,18
72 7,92 2,93 20,80 4,10 14,09 4,14 27,21 4,92
73 12,34 2,43 45,39 4,24 9,41 3,26 35,84 4,56
74 8,81 3,09 27,71 4,57 9,35 3,28 40,03 6,19
75 16,78 3,17 26,69 3,80 8,68 2,85 33,06 5,49
76 9,32 2,50 42,37 5,25 6,70 3,12 32,34 4,89
77 8,78 2,36 25,09 3,92 8,36 3,95 40,22 4,53
78 7,36 2,19 33,93 4,09 7,89 3,06 32,02 4,98
79 5,09 2,46 25,65 3,46 7,56 3,13 30,29 5,92
80 10,53 2,28 25,49 4,51 10,23 2,70 36,37 4,09
81 6,87 2,39 20,86 4,44 11,93 3,37 27,19 5,22
82 9,95 2,73 27,93 3,72 10,88 3,15 24,15 5,23
83 10,85 2,75 30,67 4,19 9,56 2,67 41,19 5,04
84 8,61 2,76 42,86 3,10 8,62 3,23 60,94 3,71
85 15,49 3,19 35,41 3,09 8,06 2,67 28,23 5,32
86 7,56 2,41 21,44 3,77 11,54 3,37 35,18 4,18
87 5,10 2,66 32,19 3,50 12,23 2,99 32,11 5,32
88 9,38 2,93 17,45 3,54 7,78 2,60 29,74 5,34
89 10,33 3,10 30,22 3,72 9,79 2,94 37,75 4,19
90 10,33 2,29 31,97 3,62 8,11 2,83 30,71 4,64
91 15,33 2,98 25,82 3,84 12,23 2,62 27,44 3,54
92 8,97 3,34 39,17 3,93 11,11 3,54 37,93 3,91
93 11,57 2,65 25,80 3,62 7,70 3,14 30,29 4,91
94 6,72 2,76 29,71 3,80 9,57 2,59 22,11 5,64
95 14,05 3,57 30,23 4,10 9,22 2,53 26,39 5,05
96 10,04 3,06 32,02 3,67 10,72 2,74 34,95 4,63
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97 11,47 2,97 32,45 3,57 11,05 3,09 29,22 4,85
98 11,94 3,39 47,94 521 8,22 2,80 36,58 4,80
99 11,41 3,77 35,48 2,82 6,02 2,95 20,36 4,96
100 11,59 3,45 30,53 3,22 8,44 2,08 37,99 6,20
101 9,08 2,95 29,13 3,55 10,29 3,13 21,81 4,49
102 12,34 2,99 42,63 3,18 7,47 2,26 27,20 4,90
103 8,83 2,36 20,07 3,45 10,98 3,23 31,83 6,26
104 9,00 2,67 29,36 2,62 9,56 2,95 39,28 6,37
105 13,66 3,60 26,49 3,66 8,54 2,61 29,67 5,83
106 6,85 2,97 22,76 4,13 8,20 2,98 44,78 4,60
107 8,94 2,21 34,29 3,37 11,18 2,41 30,00 4,92
108 9,94 2,89 24,66 3,00 11,68 3,44 29,90 5,40
109 7,46 3,13 33,86 3,97 8,78 2,72 27,06 5,22
110 7,49 3,10 26,52 3,46 7,99 2,62 35,21 4,69
111 7,75 2,92 20,21 4,24 6,63 2,88 29,88 3,41
112 11,17 2,38 29,91 3,60 8,41 2,71 35,89 3,64
113 10,96 3,20 26,21 4,88 11,08 3,43 34,43 5,39
114 11,53 2,78 36,72 3,04 9,53 3,29 44,67 4,38
115 6,62 2,96 37,39 4,53 9,17 3,76 32,06 5,65
116 8,05 2,57 39,72 4,55 15,54 4,96 27,16 5,65
117 6,22 3,26 24,54 4,72 11,43 3,81 29,00 6,11
118 8,44 2,96 25,95 3,63 10,30 4,27 44,50 5,29
119 15,45 2,94 33,78 3,16 9,78 3,26 39,87 4,65
120 10,42 2,98 23,44 3,57 14,06 4,36 24,34 5,01
121 5,54 2,54 62,56 3,37 9,33 3,69 35,64 4,29
122 6,16 2,39 29,86 4,22 10,62 4,23 34,34 5,64
123 4,89 2,76 28,57 3,63 10,18 4,44 21,00 4,84
124 11,12 2,23 31,08 4,62 8,49 4,13 29,10 4,75
125 6,32 2,58 32,08 4,27 10,29 3,87 47,40 3,79
126 7,82 2,27 40,51 3,11 6,75 3,19 31,92 4,88
127 10,18 2,78 25,35 4,94 6,78 3,30 34,82 5,78
128 591 2,10 41,41 4,09 7,87 3,26 47,61 4,80
129 10,33 2,82 28,13 4,71 9,40 3,33 56,09 4,36
130 9,12 2,94 29,35 3,90 7,95 3,24 25,02 4,89
131 6,81 2,86 47,01 5,27 7,98 3,50 37,83 3,58
132 8,14 2,97 27,98 3,92 8,78 2,67 35,53 6,45
133 12,03 3,33 36,52 5,43 9,53 3,39 38,66 3,79
134 8,56 3,56 21,87 3,79 10,04 3,79 26,23 5,42
135 9,48 2,82 32,12 5,59 9,26 3,50 39,20 5,48
136 5,68 2,87 24,21 3,82 7,70 3,43 23,68 4,21
137 10,33 3,51 25,36 3,45 9,92 3,20 25,65 4,63
138 9,72 2,63 31,94 4,39 7,69 2,82 27,71 4,80
139 7,49 2,29 34,05 3,18 10,24 3,57 39,02 3,63
140 9,10 2,76 24,92 2,85 7,89 3,46 47,07 3,77
141 11,19 2,89 22,45 3,66 9,11 3,86 37,42 4,39
142 6,37 2,31 23,77 4,26 9,26 3,56 38,42 4,85
143 9,03 3,01 36,24 4,70 9,42 3,17 37,96 5,60
144 9,72 3,22 24,77 3,72 12,01 3,88 38,59 4,60
145 5,89 2,80 29,43 4,19 6,96 3,19 27,89 5,35
146 11,91 2,35 37,17 3,63 8,47 3,07 29,20 4,07
147 6,87 2,88 35,81 5,19 8,21 3,13 33,19 3,68
148 10,68 2,54 30,65 3,25 6,76 3,00 41,41 4,02
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149 9,53 2,46 25,45 3,32 7,98 3,12 40,57 3,66
150 8,18 3,23 18,37 3,01 10,73 4,16 31,04 4,79
151 7,82 2,95 40,31 3,24 8,13 3,48 30,33 4,66
152 14,30 3,25 28,57 4,35 9,58 3,34 46,06 5,35
153 10,84 2,95 28,56 3,32 7,76 3,27 31,86 5,07
154 11,44 3,09 39,58 3,40 7,93 3,53 29,43 4,69
155 8,75 2,92 32,01 3,91 10,21 3,18 21,03 5,64
156 8,41 3,29 28,52 3,90 7,81 3,10 29,25 4,82
157 11,67 2,51 22,95 3,99 11,98 3,12 29,27 5,07
158 7,41 2,05 28,40 3,69 6,06 2,86 47,70 3,70
159 4,85 2,41 22,23 3,48 8,05 3,08 41,26 4,24
160 8,23 2,72 43,34 3,32 6,00 2,89 26,64 5,44
161 9,66 3,59 29,24 3,93 8,07 3,07 50,06 4,15
162 7,44 2,60 33,15 2,54 12,13 2,90 71,18 5,61
163 15,42 3,42 44,51 4,59 8,96 3,00 22,19 4,96
164 5,14 2,67 20,41 4,64 8,78 2,91 30,89 4,37
165 8,92 2,73 38,51 3,3 6,13 2,51 29,64 4,38
166 10,69 3,74 24,92 4,74 7,16 2,79 44,66 4,15
167 6,97 2,69 27,58 4,36 8,47 3,08 28,62 3,86
168 12,89 2,97 19,58 4,24 7,84 2,60 49,65 4,26
169 5,91 2,33 36,71 3,11 8,17 2,62 40,96 4,25
170 574 2,93 32,56 9,69 9,70 2,79 46,14 4,18
171 9,26 2,47 32,42 3,79 10,04 2,60 25,53 3,37
172 7,02 2,20 22,54 3,05 8,63 2,73 33,34 4,51
173 8,15 2,06 36,36 3,43 12,76 3,23 25,35 4,63
174 12,78 3,25 30,54 3,66 12,22 3,34 48,76 4,02
175 8,65 2,19 51,97 3,42 8,89 2,80 42,45 4,85
176 6,33 3,26 30,19 3,84 9,13 2,90 31,38 5,20
177 10,11 2,43 24,62 4,07 9,20 3,06 41,70 4,40
178 13,51 2,99 22,27 6,63 6,06 2,86 49,23 4,57
179 8,81 2,28 17,38 3,61 8,05 3,08 28,70 4,67
180 5,82 2,54 22,19 3,63 6,00 2,89 32,36 4,79
181 6,46 2,74 22,32 4,47 8,07 3,07 42,60 3,87
182 11,31 2,44 23,89 4,53 12,13 2,90 35,54 5,98
183 8,37 2,45 28,51 4,55 8,96 3,00 38,90 3,72
184 14,82 3,64 34,25 3,73 8,78 2,91 40,87 4,71
185 11,46 3,01 25,90 4,21 6,13 2,51 32,41 5,63
186 15,64 3,64 39,65 3,50 7,16 2,79 29,80 5,82
187 10,93 3,20 24,78 3,69 8,47 3,08 27,05 4,99
188 5,84 2,90 31,47 4,43 9,70 2,95 32,60 4,63
189 8,50 3,00 24,54 3,53 9,92 3,23 34,53 5,03
190 11,71 2,50 23,36 4,56 8,50 2,72 38,68 3,71
191 12,20 2,91 34,83 4,64 9,26 3,06 27,48 5,06
192 6,58 2,43 41,41 3,62 9,18 2,76 43,48 4,16
193 12,15 3,02 25,73 4,58 6,78 2,80 30,89 5,53
194 14,27 3,19 37,20 3,64 12,78 3,20 34,81 4,12
195 9,06 2,49 30,41 3,86 9,68 3,29 34,21 5,25
196 10,12 3,08 34,83 3,97 9,30 2,67 55,50 3,76
197 11,48 3,21 30,15 3,31 8,85 3,22 31,21 4,91
198 9,29 3,18 20,12 3,83 7,57 3,04 31,03 4,92
199 8,31 3,14 44,76 2,99 10,41 3,37 34,34 6,45
200 12,04 2,67 30,59 3,35 8,18 2,72 30,29 5,83
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