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RESUMO GERAL

No presente estudo sdo relatadas as espécies lddosale Colletotrichum endofiticos
associados a mangueiras no Estado de Pernambusib/Braua distribuicdo nos diferentes
tecidos da planta em cinco diferentes areas. Isslddram caracterizados cultural e
morfologicamente, quanto a patogenicidade e vinidére através de inferéncias filogenéticas
baseadas na sequéncia parcial do gene gliceral@dmiiato desidrogenase (GPDH). Houve
diferenca significativa na frequiéncia de isolametgdolletotrichumem funcdo da area de
coleta e do tecido da planta. Na localidade de iAldérea IIl) foi observada a maior
freqiéncia de isolamento deolletotrichum O limbo maduro foi a parte da planta mais
colonizada porColletotrichumem um maior nimero de are&olletotrichum asianumC.
fructicola, C. cliviag C. boninense duas espécies nao identificadas ocorrem conmafitasl
em mangueira, €. asianumfoi prevalente sobre as demais. Todos o0s isoldd@snm
patogénicos em frutos de manga. A analise filogesméaevelou agrupamentos que foram
congruentes com o0s caracteres morfologicos anaksagdorém nao agrupou isolados
conforme caracteristicas fenotipicas. Também néolfservado padrdo de distribuicdo das

espécies nas diferentes areas, nem nos tecidomigege

Palavras-chave: abordagem polifasica, antracnose, distribuicdogéhia, gliceraldeido-3-

fosfato desidrogenase (GPDW)angifera indica
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GENERALABSTRACT

In the current study th€olletotrichumspecies isolated from mango in Pernambuco state in
Brazil are described, as well as their distribufioaifferent plant tissues. Th@olletotrichum
isolates are characterized through cultural, mdgghical, patogenicty and vivirulence data,
and from phylogenetic analyses based on a pad@lence of the gene glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GPDH). There was sigmifdiéference in isolament frequency
among sites and plant tissues. In the locality mfefa (site 1) it was observed the highest
isolation frequency. The old limb was the part @ most colonized in a higher number of
sites. Colletotrichum asianumC. fructicola C. cliviag C. boninenseand two unidentified
species were found as endophyte in mango,Garakianumwas prevalent over the other. All
isolates were pathogenic in mango fruits. The pigtheetic analysis revealed groupings that
were congruent with morphological characters, but ot group isolates according to
phenotypic characters. There was no distributidtepaof species in different areas, neither

in plant tissues.

Keywords: anthracnose, distribution, glyceraldehyde-3-phasp dehydrogenase (GPDH),
Mangifera indica phylogeny, polyphasic approach



Capitulo |

Introducéo Geral



INTRODUCAO GERAL

1. A cultura da mangueira

A mangueira Mangifera indica L.) é uma frutifera que pertence a familia
Anacardiaceae e a classe Dicotiledonea. E origirdoisul da Asia, do centro Indiano e do
subcentro Indo-Malaio (PINTO, 2004). A cultura érbadaptada a regides com estacdes
secas e chuvas bem definidas. A planta vegetdifcluinuma faixa de 0 a 48°C. No entanto,
a temperatura 6tima para o crescimento e desenvaiio situa-se entre 0s niveis de 24 a
26°C, uma vez que temperaturas elevadas ou muit@asbgrejudicam o crescimento,
desenvolvimento e producédo, afetando a qualidadefrdbos. Temperaturas muito baixas
podem causar a morte de plantas jovens, folhastesfpequenos. A exigéncia minima da
mangueira em termos de precipitacdo € de 1.000 momre entanto € cultivada em regides
que apresentam de 500 a 2.500 mm/ano. Regides mitade relativa do ar abaixo dos 60%
sao ideais para o cultivo da mangueira (CUNHA g28100).

Do conjunto de frutas atualmente comercializadasaaga € uma das mais populares
do mundo em virtude do seu amplo consumo nos paisiésicos e na América Latina
(NETO; REINHARDT, 2003). E uma das mais importantegas produzidas no Brasil
quanto ao aspecto socioecondmico, pois contribgnifgsativamente para a pauta de
exportacOes brasileiras de frutas frescas, foeathe a balanca comercial (MELO et al.,
2009).

O Brasil apresentou, no ano de 2010, uma éareaaplanie 76.568 hectares com
rendimento médio de 15,83 t/ha, o que correspoadama producdo de 1.188.911 t com
valor estimado de 600 milhdes de reais (IBGE, 2010

No ano de 2009, o Brasil exportou 110.202 t de mamgequivalente a 97.388
milhdes de reais. Até o més de julho de 2010, psréacdes chegavam a 45.207 t, sendo a
maior parte (26.742 t) destinada aos Paises B&GRA FNP, 2011). Ao final de 2010, o
volume final exportado foi de 124.694 t, montantae qproporcionou receitas de
aproximadamente 120 milhdes de dolares (IBRAF, 2011

O Nordeste é maior regidao produtora de manga dsilBeom destaque para o
Submédio do Vale do Sao Francisco (Bahia e Pernamjba, em menor escala, a
mesorregido do Centro-Sul Baiano (CORREIA; ARAU2010). No Nordeste, a manga é
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cultivada em todos os estados, em particular neasérrigadas da regido semi-arida, que
apresentam excelentes condi¢cbes para o desenvateirda cultura e obtencdo de elevada
produtividade e qualidade de frutos. No ano de 200@ale do Sdo Francisco contava com
aproximadamente 23.000 hectares de mangueirasaugéio, com perspectivas de aumento
de &rea, principalmente em funcdo das condi¢Oestiias favoraveis e da implantacdo de
novos perimetros irrigados (MELO et al., 2009).

As variedades cultivadas com maior frequéncia géoedo Vale do Sdo Francisco
sdao "Tommy Atkins", "Haden", "Keitt", "Kent";Palmer”, "Rosa" e "Espada". Enquanto
as cinco primeiras visam principalmente o mercadwemidor internacional, as duas ultimas
sao direcionadas, sobretudo, aos diversos mercemlosumidores nacionais (CORREIA,;
ARAUJO, 2010).

Muitos problemas sdo encontrados na cadeia pr@diévmangueira e, em muitos
casos, limitantes a sua exploragdo comercial. As¢lis de plantas sdo responsaveis por
grandes perdas em culturas de importancia econppriceipalmente aquelas que ocorrem
em frutiferas no periodo pos-colheita, frequentdeee etiologia fungica. A intensificacao
do cultivo e algumas praticas ndo adequadas dejongme gerado problemas fitossanitarios
e consequentemente perdas na producao, que podgoeasétativas (redugcéo na producéo) e
qualitativas (afeta a aparéncia dos frutos) (BATASBARBOSA, 2008).

Dentre as doencas que ocorrem na mangueira, destaca malformacédo floral e
vegetativa ou embonecamentugarium subglutinans Wollenweb et. Reinking), o oidio
(Oidium mangiferae Bert.), a morte-descendenteaiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon et.
Maubl], podriddes pedunculares em frutbstheobromae, Pestal otiopsis mangiferae (Henn.)
Steyaert, Alternaria alternata (Fr.) Kiessler, é~usicoccum spp.] e a antracnose causada por
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. et Sacc., uma das doencas mais fitegue
que, em geral, causa as maiores perdas econémicaseas produtoras de manga no mundo
(BATISTA; BARBOSA, 2010).

No Nordeste brasileiro, a antracnose é a prindpahca de frutos em pos-colheita em

diversas culturas de elevada importancia econdo(8ida/A, 2007).

2. Antracnose da mangueira

7

A antracnose € causada por espécieCaléetotrichum Corda, género de grande

importancia nas regibes tropicais. No Brasil, aramose encontra-se amplamente
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disseminada em todas as regides produtoras de mangaria quanto a incidéncia e
severidade conforme os niveis de umidade do aneb{@uUNHA et al., 2000).

No Brasil, estudos envolvendo caracterizacdo magfod, patogénica e molecular
sugerem queC. gloeosporioides é o0 Unico agente etioldégico da antracnose da maague
(PERES et al.,, 2002). Em contrapartida, na Austr&lém dessa espécie hd também
comprovacdo da participacdo de sua variafitegloeosporioides var. minor J. H.. C.
acutatum Simmonds, com uma participacdo menos significatesmbém ocorre na Australia
e na India (FITZELL, 1979; PLOETZ, 1994). Na Col@mbdentificou-se apenas a espécie
C. dloeosporioides causando antracnose em manga (AFANADOR-KAFURI [eR0QD3;
MARTINEZ et al., 2009). Avaliando a ocorréncia stdbuicdo deColletotrichum spp. em
manga nos Estados Unidos e Porto Rico, atravéardeteristicas morfoldgicas, soroldgicas e
moleculares, em um total de 183 isolados, 93% fademtificados comd. gloeosporioides,

5% comoC. acutatum, e 3% néo se enquadraram em nenhuma destas sspAERGAS et
al., 2006). Jayasinghe e Fernando (2009) relatpedenprimeira a ocorréncia @& acutatum
causando antracnose em manga no Sri Lanka.

O fungo denominado .Cgloeosporioides € o estadio anamodrfico do ascomiceto
Glomerdlla cingulata (Stonem) Spauld et. Schrenk, sendo a fase do aéclada do patdégeno
responsavel pelos processos infecciosos e congeqdesenvolvimento dos sintomas da
antracnose em mangueira (PLOETZ, 1994) e em ocuitagas hospedeiras.

Em mangueira, o0s sintomas da antracnose podem eocoem folhas,
ramos, peciolos, inflorescéncias (paniculas) e$rdNELSON, 2008). Nas folhas, a doenca
se inicia como manchas circulares pequenas, deagalo marrom e com a borda mais escura
e irregular, com halo clorético, geralmente proxsnaas bordos foliares, e ndo séo limitadas
pelas nervuras. Em folhas jovens (com coloracaozerau verde palido) a doenca pode
ocorrer quando estas sao emitidas no periodo cbhutastas lesdes geralmente permanecem
pequenas, porém, em condi¢cdes de umidade e temm@eelevadas, elas aumentam suas
dimensdes e coalescem, formando areas lesionadameds de 1 cm de didmetro. O centro
de lesdes mais velhas se deteriora e se despranidéhd causando perfuragbes (PLOETZ,
1994; PITKETHLEY; CONDE, 2007).

Nas inflorescéncias, os primeiros sintomas saouagdes de coloragdo marrom-
escura ou preta, as quais aumentam em tamanh@&sceal, e matam as flores antes da

formacdao dos frutos, reduzindo significativamenpeaducdo (NELSON, 2008).
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Em ramos, a antracnose pode causar morte dos mentembora ndo ocorra
comumente. Em casos graves, ocorrem lesdes ergagecalongadas, que secam os galhos a
partir das pontas (PLOETZ, 1994).

Frutos pequenos podem ser infectados, apresentartits manchas pequenas de
coloracdo marrom, sendo abortados no inicio dodsmsgenvolvimento. Quando os frutos
ultrapassam 5 cm de didmetro o aborto € menosdnégue o desenvolvimento da infec¢ao
tende a parar logo que o apressorio é formado (HZOE994). Neste momento a infeccao
torna-se quiescente, e algumas vezes pode setaditqiela presenca de areas acinzentadas
levemente deprimidas na casca de frutos em amacher@o (PITKETHLEY; CONDE,
2007). Na casca de frutos maduros, antes ou apshaita, surgem pequenas manchas
arredondadas, deprimidas de coloracdo marrom eseunareta. Essas lesGes comumente
coalescem e atingem o interior dos frutos, causant extensa decomposi¢cédo da polpa. Um
segundo tipo de sintoma € a “mancha em lagrimag, sfio regides lineares necrosadas nos
frutos, que podem ou ndo estarem associadas adtaekasuperficiais na epiderme que dao
ao fruto o aspecto de “pele de crocodilo”, ou podmmdesenvolver em largura, causando
fendas profundas que se estendem da epidermea (ph SON, 2008).

O patdgeno produz uma grande quantidade de corddiogiassas mucilaginosas de
coloracéo variando do rosa ao laranja (acérvufm®cipalmente em condi¢cdes de elevada
umidade, sobre folhas e inflorescéncias infectaglaButos abortados mumificados. Os
conidios sdo disseminados por respingos de chwaasam novas infeccbes em qualquer
orgao da planta. No entanto, durante o armazenam € comum o fungo ser disseminado
de um fruto para outro. Os conidios dlletotrichum spp. produzidos em outros
hospedeiros, como abacate, maméo, banana e tndsem podem infectar e causar doencas
em frutos de manga (AGRIOS, 2005; PITKETHLEY; CONRBO7).

3. O géneroCaoalletotrichum

Os fungos do géner@olletotrichum e seu teleomorfdGlomerella encontram-se
distribuidos por todo o mundo, especialmente coausadores de problemas na pré e na pos-
colheita nas regides tropicais (SUTTON, 1992).

O géneroCalletotrichum, descrito por Corda em 1837, é um Ascomiceto (arde
Sordariales, famili@&lomerellaceae) que compreende varias espécies, incluindo sagsddi
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fitopatogénicas, tend€. dematium (Pers. & Fr.) Grove como a espécie-tipo (SUTTON,
1980).

Colletotrichum spp. tém como caracteristicas: micélio imerso,ifrealo, septado,
hialino, marrom palido ou marrom escuro. Conidiandb tipo acervular, subcuticular,
epidermal, subeperidermal ou peridermal, separadaonfluente, com parede hialina ou
marrom, fina ou espessa, com textura angular eé&lasm irregular. Esclorocios as vezes
presentes em culturas, coloracdo variando do maeeouro ao preto, frequentemente
confluentes, ocasionalmente setosos. Setas emi@miths ou esclerdcios, marrons, lisas,
septadas e de apice conico. Conidiéforos hialinosaons, septados, ramificados apenas na
base, lisos, formados nas células superiores davudeé Células conidiogénicas
enteroblasticas, fialidicas, hialinas, lisas, deieadas, cilindricas, integradas ou discretas,
com canal diminuto, mas ocasionalmente com colagetspacamento periclinal bastante
proeminente. Conidios hialinos, ndo septados (exoetinicio da germinacao), retos ou
falcados, lisos, com parede fina, as vezes gutsalatho aristados ou com o apice prolongado
em um simples apéndice celular. Apressorios maymm margens continuas ou irregulares,
simples ou germinando repetidamente para formamesl complexas de varios apressorios
conectados (SUTTON, 1980).

Cerca de 900 espécies ja foram descritas ou tradefepara o géner@olletotrichum
(BAILEY; JEGER, 1992). A circunscricdo de espégesa 0 géner€olletotrichum foi por
longa data realizada com base em critérios deaxsitclassicos, como dimensdes dos
conidios, presenca, auséncia e morfologia das. detdsos critérios complementares foram
incluidos posteriormente, como a gama de hospedeias tipo de dano causado (SUTTON,
1980).

Segundo Von Arx. (1957), Stoneman, em 1898, encon& forma ascdégena em
antracnose provocada por espécieSshbeosporium, e as colocou em um novo género entao
denominadaGnomoniopsis. No entanto, esse nome ja havia sido ocupado adro éungo
por Berlese em 1892. Em 1903, Von Schrenk e Spaulchudaram a classificacdo para
Glomeréella, contendo cinco espécies. Em 1957, Von Arx ideatiue o conidio da espécie
tipo do género tem duas células, o que foi aceistguiormente, sendo transferido para o
géneroMarsonina. Ainda neste mesmo ano, Von Arx concluiu que wanamorfos dos
género<Lolletotrichum, Vermicularia e Gloeosporium pertenciam ao mesmo grupo, e aceitou
o nome Colletotrichum proposto por Corda, e o niumero de espécies fatidamente

reduzido de varias centenas para 11. Posteriorm8nteon critica a classificacdo de Von
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Arx, afirmando que esta foi baseada em informaghgeerimentais insuficientes, além de
uma inadequada examinagdo ou citacdo do matenginalt e em 1980 publica uma
compilacdo de opinides contemporaneas relaciorad@sonomia de Coelomycetes, onde o
géneroColletotrichum foi dividido em 22 espécies, e espécies cdngloeosporioides, C.
dematium, C. capsisi (Sydow) E. Butler & Bisby &. sublineolum P. Henn. Kabat & Bubak
foram designados como grupos de espécies. Essemdmespécies continuou variavel com
0 passar dos anos, variando de 40 em Sutton (E96@)no Dicionario de Fungos (KIRK et
al., 2008)

A identificacdo de espécies @elletotrichum baseada na morfologia tem sido sempre
problematica, pois sdo poucas as caracteristicdgeeis, e muitas dessas caracteristicas sao
plasticas, variando conforme os meétodos e condie&ipsrimentais (CAI et al., 2009). A
diferenciacdo baseada no hospedeiro ou gama dedesps ndo € consistente, ptasa
comoC. acutatum, C. gloeosporioides e C. graminicola (Ces.) Wils, dentre outros, infectam
uma ampla gama de hospedeiros. Outro aspecto @ajoeconceito de espécie bioldgica,
grupos de isolados patogénicos e ndo patogéniodepnpambos ser incluidos em uma Unica
espécie (SUTTON, 1980, 1992).

Quando se trata do conceito de espécie biologi@sedno em testes de
compatibilidade, o seu uso torna-se impraticavelidbe a baixa frequéncia e
imprevisibilidade quanto a ocorréncia do teleom@fomerella, tanto em condi¢bes naturais
como em meios de cultura (ROJAS et al., 2010).

Devido a taxonomia convencional do gén€uletotrichum ndo ser satisfatoria, ha a
tendéncia de se utilizar um estudo polifasico paradentificacdo, o que reflete na
classificacéo de espécies e taxa sub-especificisod# género (SUTTON, 1992; CANNON
et al., 2000).

A utilizacdo de caracteres moleculares como dadaseduéncias de DNA apresenta-
se como uma ferramenta vantajosa para a taxonoenifamdjos, uma vez que podem ser
analisadas estatisticamente para inferir relag@mgehéticas. A combinacdo dos conceitos de
espécie filogenética com caracteres molecularee muperar a maioria das limitacdes
associadas ao conceito biologico e outros concdéaspéecie (SHENOY; JEEWON; HYDE,
2007). Com o rapido progresso dos métodos de filagmolecular, atualmente é possivel
reconhecer clados estaveis e bem resolvidos deotrgéneroColletotrichum (CAI et al,
2009).
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A regido ITS (Internal Transcribed Spacer) do 5r8BIA € a mais amplamente
sequenciada em estudos filogenéticos do gébaltetotrichum, e consequentemente, primers
baseados nessa regido (MILLS et al., 1992) foralmados nos ultimos 10-15 anos como um
primer espécie-especifico patagloeosporioides. No entanto, atualmente ja sdo conhecidas
as limitagbes do ITS e outros marcadores, e o ueb@mento e uso ddoci mais
informativos tornou-se cada vez mais necessarlo/Skt al., 2011).

Andlises filogenéticas, principalmente baseadaseqguéncias de regides do rDNA,
tém indicado que os complexos de espécie€alketotrichum compreendem um namero
variavel de clados monofiléticos. No entanto, essaguéncias ndo sdo o suficientemente
variaveis para diferenciar linhagens intimamenl&cienadas. Por outro lado, informagdes de
sequéncias como a regiao HMG (High Mobility Groulm) gene MAT1-2 apresentam um
maior grau de divergéncia que as da regido ITSDdA; sendo possivel diferenciar grupos
de isolados dos complexos de espéCiagraminicola Ces.,C. gloeosporioides e C. acutatum
(DU et al., 2005).

Cai et al. (2009) sequenciaram os genes ITS, GRjii¢efol-3-fosfato desidrogenase)
CAL (calmodulina), ACT (actina), CHS (quitina sia&g, e EFd (fator de alongacédoo) de
64 isolados deC. gloeosporioides senso lato, distribuidos em 5 grupos através de filogenia
multigénica e o0s avaliaram quanto a separabilidadeheterogeneidade. Quanto a
separabilidade, que € a capacidade do gene emasemargrupos (variabilidade inter-
especifica), os genes GPDH, CAL e ACT apresentacmmmaiores valores, sendo
considerados bons candidatos para identificacaegpe&cies. Quanto a heterogeneidade
(variacdo intra-especifica), conforme esperadoyasres foram mais baixos que os de
separabilidade, com excecdo do genedilflie apresentou valores maiores devido a alta
variabilidade de introns, sendo um gene bastarftemiativo para estudos em nivel de
populacdo. Em trabalho similar com espéciesCdHetotrichum de conidio falcado em
hospedeiros herbaceos, dentre os genes ITS, ACS, GRDH, histona 3 e beta-tubulina, a
separabilidade de espécies foi maior para os geR&H e histona 3 (DAMM et al., 2009).

Resultados interessantes baseados em analisenBligas podem ser observados em
estudos de comparacao entre isolados patogénicas patogénicos deolletotrichum spp.
obtidos de cacaueiro e outras plantas no PanamaA&Cet al.,, 2010). Através do
sequenciamento da regidaesl do fator de alongacgéarlobservou-se que as espédies
theobromicola Delacr. eColletotrichum sp. indet. 1 formam clados distintos, incluinderages

isolados patogénicos a folhas e frutos do cacauEmo contraste, a maioria dos isolados
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endofiticos assintomaticos foram agrupados em sladoe ndo continham isolados
fitopatogénicos.

O que se sugere € que, futuramente, uma abordagédésica deva ser adotada antes
de novas espécies deolletotrichum serem introduzidas ou epitipos serem designados,
devendo-se incorporar dados moleculares, morfadgidisiolégicos e relacionados a
patogenicidade (CAl et al., 2009).

4. Formas de vida deColletotrichum spp.

Como fitopatdégenoColletotrichum spp. € o principal causador de antracnose e
podriddes de pré e pos colheita de frutos, alécadsar tombamentos, e requeima de flores e
plantulas (BAYLEY; JEGER, 1992).

Além da sua ocorréncia como fitopatdgeno, o mesaue grescer saprofiticamente.
Um isolado nao fitopatogénico @& gloeosporioides pode facilmente crescer sobre o tecido
necrosado por algum isolado fitopatogénico, ou noegor outra espécie do género
(UCHIDA; KADOOKA, 1997). No patossistem@. gloeosporioides x mangueira, o fungo
sobrevive na forma saprofitica até um periodo amliefavoravel a infeccdo em ramos
mortos, lesbes antigas, frutos e partes afetad@snescentes no solo, sobre os quais esporula
quando ha calor e umidade (CUNHA et al., 2000).

Adicionalmente, isolados deste género e de outagrgs causadores de antracnose,
sdo comumente isolados como endofiticos de umasagapha de hospedeiros (STONE et al.,
2004).

Em estudo de caracterizacdo de isolados endofiéiqusogénicos d€olletotrichum
de plantas herbaceas na Tailandia através da earacéio morfoldgica foram diferenciados
trés grupos morfologicos distintos dentro da egp€cigloeosporioides incluindo isolados
patogénicos e todos os endofiticos, além das esf@anusae (Berk. & M.A. Curtis) Arx e
C. truncatum (Schwein.) Andrus & W.D. Moore. Através da cardaetcao molecular
baseada em sequéncias da regido ITS, isoladospatog de banana e um isolado endofitico
de gengibre foram identificados cdth musae com 97% de suporte pelo teste de bootstrap.
Isolados patogénicos a soja agrupados com a espétiancatum, e isolados endofiticos

agrupados com as espédigsacutata Guerber & Correll €. boninense Moriwaki, Toy. Sato
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& Tsukib apresentaram 100% de suporte. Apenas aladis endofitico foi agrupado co@
coccodes (Wallr.) Hughes com 58% de suporte (PHOTITA et2005).

Rojas et al. (2010) em estudo de filogenia baseadaequénciasultilocus de C.
gloeosporioides sensu lato em diversos hospedeiros no Panama, observarammadao de
nove subgrupos dentro da espéCiegloeosporioides. Isolados patogénicos ao cacau foram
identificados comd. theobromicola Delacr.. A espéci€. ignotum Rojas, Rehner & Samuels
compreendeu isolados endofiticos assintomaticasciu e outras plantas. Duas espécies nao
identificadas formaram clados com isolados endoftiassintomaticos. Dois grupos externos
(outgroups) ndo puderam ser identificados através das caistatas morfologicas, nem a
partir das sequéncias disponiveis.

Espécies ou isolados deolletotrichum podem restritamente habitar o interior o
interior de tecidos do hospedeiro sem causar deemeate. No entanto, sabe-se que isolados
fitopatogénicos podem apresentar o endofitismo cama fase do processo infeccioso, no
qual o patégeno penetra e mantém-se em estadoiekcé@pcia até que as condi¢des ideais
para o desenvolvimento da doenca sejam estabadé@i@GRIOS, 2005).

Dentre as diversas definicdes propostas paraorganismos endofiticos, a mais
comumente utilizada engloba todos os microrganidmabiantes de 6rgaos vegetais que, em
algum periodo do seu ciclo de vida podem colonieaidos vegetais internos sem causar
danos aparentes ao hospedeiro (PETRINI, 1991).

Os fungos endofiticos podem infectar plantas agrale® transmissdo horizontal ou
vertical. Na transmissao horizontal, o in6culo @angportado de uma planta para outra e na
vertical, eles infectam plantas novas a partir d& isemente ja infectada. A transmissao
horizontal aparenta ser o mecanismo de dispers@dominante de espécies endofiticas
(ZABALGOGEAZCO, 2008).

Diferentes tipos de simbiose ocorrem entre os éadoé as plantas. Dependendo da
espécie envolvida, o resultado da interacdo plantgfita pode variar do antagonismo ao
mutialismo (ZABALGOGEAZCO, 2008). Enddfitas tém gdestado grande interesse dos
pesquisadores nos ultimos anos devido aos seudidiemea planta hospedeira como a
producdo de metabdlitos secundarios envolvidos afasd da planta contra herbivoros e
patégenos (GIMENEZ et al., 2007). Por outro ladelatos de infec¢cdes assintomaticas
indicam que tanto um isolado avirulento ou hipdeinto de um conhecido fungo

fitopatogénico pode estar latente no interior aedtes do hospedeiro, bem como um fungo
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patogénico pode ter uma fase latente antes dercdasas ao seu hospedeiro (FISHER,;
PETRINI, 1992).

Alguns fungos endofiticos sdo conhecidos por seratbgenos quiescentes (latentes)
(HYDE; SOYTONG, 2008). Recentes observacoes e &fadt sobre fungos endofiticos
afirmam que a colonizacao assintomatica € um égiailde antagonismos entre o patdgeno e
0 hospedeiro (DEVARAJU; SATISH, 2010). A infeccagiescente de plantas por patégenos
€ uma situacdo em que o patdgeno infecta a plaotém esta ndo exibe sintomas da doenca
(PHOTITA et al., 2004). Posteriormente, em func@ uina mudanca ambiental, estresse
nutricional da planta ou estadio de maturacédo datplou do patégeno, sdo entdo produzidos
os sintomas da doenca (AGRIOS, 2005). Além destatantas, uma predisposi¢cdo genética
do hospedeiro aparenta ser importante para o sudesmfeccao por um enddfita (FISHER,;
PETRINI, 1992). Segundo Prusky (1996), os mecarssranvolvidos na inibicdo da
colonizagdo séo: efeitos do hospedeiro e requetosarutricionais do patbgeno; compostos
antifingicos pré formados; elicitacdo de fitoal@sine falha na producdo de quantidades
adequadas de fatores de patogenicidade.

A espécieC. gloeosporioides € conhecida por causar doencas quiescentes em pos-
colheita (PRUSKY; PLUMBLEY, 1992), e isolados enitiobs sdo comumente encontrados
em partes sadias de plantas (CANNON; SIMMONS, 2QQIBBE et al., 2004; PHOTITA et
al. 2004, 2005).

Rojas et al. (2010) sugerem que as espétiegnotum e C. tropicale podem infectar
assintomaticamente folhas e frutos do cacaueirgues apdés as mudangas a nivel intra e
intercelular que ocorrem durante a maturacdo dowdy estas espécies isoladas como
endofiticos podem passar para uma colonizacao atswatando em podriddo, e que por
razbes desconhecidas ndo causam sintomas em folhas.

Wei et al. (2002) observaram que a expressao de @me+2 que codifica a producao
de pectina-liase extracelular foi baixa durantafadcéo deC. gloeosporioides f. sp. malvae
emMalva pusila Sm., possivelmente devido a uma maior sensibididacepressao catabdlica.
Também sugerem que essa repressao catabdlica devid® aos baixos niveis de acucares
nos tecidos do hospedeiro, e que em fungos hemdbeuats comaoColletotrichum, a mudanca
da fase biotréfica para a necrotrofica ocorre dedisl enzimas que degradam a parede celular
deixarem de ser afetadas pelos aclcares, atravgsodacdo de diferentes isoenzimas

reguladas por diferentes vias aos diferentes estéadi desenvolvimento da doenca.
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Em outras instancias, propagulos de fungos sagsdéifio transportados na forma de
aerossois ou por respingos e entdo depositadagoedisie de tecidos vegetais, onde iniciam
seu desenvolvimento, penetram e permanecem dorsnéht@escimento ativo no interior dos
tecidos vegetais € iniciado apenas apos a senéscquando entdo passam de endofiticos
para colonizadores primarios da matéria organied\NfON; SIMMONS, 2002).

Devido a esses diferentes estilos de vid€aléetotrichum spp., é importante saber se
os isolados endofiticos encontrados em difererdeslds da mangueira ndo sao isolados
fitopatogénicos em fase quiescente, e que extesiorse na forma de doenca quando em

7

contato com frutos suscetiveis. Também é necesshrtadar quais as espécies que estao
associadas aos modos de vida fitopatogénico e itiadpfpois € sabido que espécies
diferentes dentro de um mesmo género costumamasgveis quanto a suscetibilidade a
tratamentos preventivos e curativos com a utiliaa#iprodutos quimicos.

Quando se trata do géne@olletotrichum, a sua taxonomia classica baseada em
caracteristicas morfoldgicas e culturais é complprié estas caracteristicas sdo comumente
variaveis conforme as condi¢des de cultivo. Nestbitd, a biologia molecular torna-se de
grande valia por disponibilizar métodos alternaivoara estudos taxonémicos que sé&o
importantes ferramentas na resolucdo de problematelimitacdo de espécies (MACLEAN
et al., 1993).

Técnicas moleculares para identificacdo de espgaesitilizam o sequenciamento de
determinadas regides do genoma do fungo podemtiieandas para elucidar as relacdes
filogenéticas entre os diversos isolados, pois-selgue uma Unica espécieC@letotrichum
pode englobar tanto isolados fitopatogénicos, bemocsaprofitas e endofiticos.

Baseado nesses pressupostos, a presente dissde@eacomo objetivos avaliar a
distribuicdo deColletotrichum spp. endofiticos de diferentes partes da mangeerainco
areas no Estado de Pernambuco, caracterizar esdados a nivel cultural, morfolégico
patogénico e molecular, identificar as espéciesvgbeates e determinar as relacdes
filogenéticas entre esses isolados endofiticoslades sintomaticos em frutos de manga.
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RESUMO

A identidade das espécies @elletotrichumendofiticas em mangueira € desconhecida. No
presente estudo sdo relatadas as espécie€otletotrichum endofiticos associadas a
mangueira no Estado de Pernambuco (Brasil) e stabdicdo nos diferentes tecidos da
planta em cinco areas de cultivo. Os isolados fararacterizados por inferéncia filogenética
baseada na sequéncia parcial do gene gliceral@eiiasfato desidrogenase (GPDH), pelas
caracteristicas culturais e morfologicas, bem cagmatogenicidade e viruléncia. Houve
diferenca significativa na frequéncia de isolamesgcolletotrichumem funcéo da area de
cultivo e do tecido da planta. Na localidade deefddfoi observada a maior frequéncia de
isolamento de&olletotrichum O limbo velho foi a parte da planta mais colod&zaa maioria
das area<C. asianumC. fructicolg C. siamenseC. cliviag C. boninense duas espécies nao
identificadas deColletotrichum foram detectados como endoéfitos em manga. A a&nalis
filogenética revelou agrupamentos que foram comdaesecom as caracteristicas morfolégicas
analisadas. Nao houve padrao de prevaléncia dasiespem diferentes tecidos da planta e

areas de cultivo. Todos os isoladosad#ietotrichumforam patogénicos em frutos de manga.
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Palavras-chave: abordagem polifasica, antracnose, distribuicdogéinia, gliceraldeido 3-

fosfato desidrogenase (GPDH)

Prevalence ofColletotrichum spp. isolates endophytes in mango

ABSTRACT

The identity ofColletotrichumspecies endophytes in mango is unknown. In thecustudy
the Colletotrichumspecies isolated from mango in Pernambuco staBzanil are described,
as well as their distribution in different plansdues. TheColletotrichumisolates were
characterized through phylogenetic inference basmd glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GPDH), by cultural and morphologibafracters, as well as patogenicty and
virulence. There was significant difference in &uoknt frequency among sites and different
plant tissues. In the locality of Aldeia it wassebved the highesTolletotrichumisolation
frequency. The old limb was the part of plant mmsbnized in a higher number of sit€3.
asianum C. fructicolg C. siamenseC. cliviag C. boninensand 2 unidentified species were
found as endophyte in mango. The phylogenetic aimlyevealed groupings that are
congruent with morphological characters analyzeder@ was no prevalence pattern of
species in different plant tissues and cultivatemeas. All Colletotrichum isolates were

pathogenic in mango fruits.

Keywords: anthracnose, distribution, glyceraldehyde-3-phosplihydrogenase (GPDH),

phylogeny, polyphasic approach
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INTRODUCAO

Dentre as frutas comercializadas, a manga € umandaspopulares do mundo, em
virtude do seu amplo consumo nos paises asiatioasAamérica Latina (Neto & Reinhardt,
2003). E também uma das mais importantes frutadugidas no Brasil quanto ao aspecto
socioecondmico, pois contribui significativamentgga pauta de exportacdes brasileiras de
frutas frescas, fortalecendo a balanca comercialdMt al., 2009).

Muitos problemas sdo encontrados na cadeia pr@diévmangueira e, em muitos
casos, limitantes a sua exploracdo comercial (Bat®s Barbosa, 2008). No Nordeste
brasileiro, antracnose é a principal doenca dedrem pos-colheita em diversas culturas de
elevada importancia econdémica (Silva, 2007).

Como fitopatdogenoColletotrichum spp. é o principal causador de antracnose e
podriddes de pré e pos-colheita de frutos, alérwadsar tombamentos, e requeima de flores e
plantulas (Bailey & Jeger, 1992). Adicionalmentsplados deste género sdo comumente
isolados como endofiticos em varias plantas trapig@annon & Simmons, 2002; Rodrigues
& Petrini, 1997; Stone et al., 2004, Suryanarayagtaal., 2002). Estas espécies ou isolados
endofitos podem habitar restritamente o interiotededos do hospedeiro sem causar doencgas.
No entanto, sabe-se que isolados patogénicos papgersentar o endofitismo como uma fase
do processo infeccioso, no qual o patdégeno pereatrtantém-se em estado de quiescéncia até
que as condicOes ideais para o desenvolvimentoodacd sejam estabelecidas (Agrios,
2005).

Patégenos quiescentes parecem representar umag@opelativamente pequena da
comunidade de endofiticos, que também é compostegmécies de sapréfitas latentes e
mutualistas (Zabalgogeazcoa, 2008). Recentes @ug®my e hipoteses sobre fungos

endofiticos indicam que a colonizagdo assintomaicen balanco de antagonismos entre o
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patogeno e o hospedeiro (Devaraju & Satish, 2(EH&e € um fator importante na interacéo
planta-patdgeno, e de acordo com este ponto dg aistaracterizacdo das diferencas entre os
processos de infec¢cdo realizados por um endofitar @m fitopatégeno € um dos desafios da
atual fitopatologia (Gonzales & Tello, 2011).

Também € necessario elucidar quais as espécias asstéciadas aos modos de vida
patogénico e endofitico, pois € sabido que espéltiesentes dentro de um mesmo género
costumam variar quanto a suscetibilidade a tratemsequimicos preventivos e curativos.

Circunscricdo das espécies e identificacdo Qidletotrichum e seu teleomorfo
Glomerellg historicamente, tém sido baseados na gama de leosgsed em um conjunto de
caracteres morfolégicos. No entanto, a taxonomiweacional ndo é suficiente para suportar
o desenvolvimento de conceitos robustos de esmimiglo a plasticidade dos caracteres
morfologicos (Rojas et al., 2010). Devido a istagéomendavel uma abordagem polifasica
para o reconhecimento e identificacdo de espémegéderoColletotrichum combinando
dados moleculares com caracteres morfolégicoslédioos (Cai et al., 2009).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a pl&vweia de espécies @olletotrichum
endofitico de diferentes partes da mangueira emocéiteas no Estado de Pernambuco, e

caracteriza-las com base em dados molecularesraigltmorfolégicos e de viruléncia.

MATERIAL E METODOS

Durante o periodo de janeiro a junho de 2011 foedetuadas coletas de partes de
plantas de mangueira em cinco areas de plantioco@®rciais das variedades ‘Espada” e
“Rosa”, localizados em Recife (area | e l), Itapna (area lll), Aldeia (area IV) e Sdo Joao
(area V), no Estado de Pernambuco. Em cada area famostradas aleatoriamente 12

plantas. Em cada planta foram coletadas duas folbeas, duas folhas velhas, um ramo e
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uma inflorescéncia, todos visualmente sem sintaeadoencas. As amostras foram levadas

ao laboratorio e processadas no mesmo dia.

Amostragem e isolamento d€olletotrichum endofiticos

As amostras foram inicialmente lavadas em aguaewtar Para cada tipo de folha,
foram retirados cinco fragmentos circulares de 7 aendiametro da regido do limbo, e cinco
fragmentos das nervuras e peciolo (dois para aurgermrincipal, dois para as nervuras
secundarias, e um do centro do peciolo) atravenides paralelos e rentes as nervuras e ao
peciolo (Hata et al., 2002). Do interior de ramwodlorescéncias e pedunculos, foram
retirados cinco fragmentos de 6 mm ao longo dos semprimentos.

Os fragmentos oriundos das folhas foram desinfestach etanol 75% por 1 min e em
solucdo de NaClO 1,5% por 2 min. Os fragmentos a®or e inflorescéncia foram
desinfestados em etanol 75% por 10 s e NaCIO 1&%4® s, por terem sido retirados de
tecidos internos. Os fragmentos foram lavados euva agstilada esterilizada e secos em
papel de filtro esterilizado. Os fragmentos desitafdos foram transferidos para placas de
Petri (9 cm de diametro) contendo meio de cultatath-dextrose-agar (BDA) suplementado
com cloranfenicol (25 mg1) e incubados a temperatura de 25 °C e fotoperded@?2 h,
durante 15 dias. Os isolados apresentando colémasfologicamente similares a
Colletotrichum foram transferidos para meio BDA e posteriormeatalisados quanto a
morfologia de conidios para confirmacéo do génmnforme Sutton (1980).

Para fins comparativos, oito isolados sintomatfoosm obtidos a partir de frutos com
lesBes tipicas de antracnose.

Culturas monospéricas dos isolados esporulantesnfenantidas em meio BDA em

tubos e sob refrigeracdo. Os isolados foram paosieeinte sequenciados e analisados
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filogeneticamente para identificacdo das espé€iasisolados obtidos encontram-se listados

na Tabela 1.

Frequéncia geral de isolamento

As frequéncias de isolamento (FI) @elletotrichumpara cada parte da planta foram
calculadas pela formula FI% = [(n° de fragmentdsrieados poiColletotrichumpor parte
da planta / n° total de fragmentos em cada areH)O% e comparadas pelo teste Z para

diferenca entre proporcdes, ao nivel de 5% de piitede.

Caracterizacao molecular

Os isolados foram cultivados em meio de culturatbadextrose (BD) por sete dias, e
o miceélio foi separado do meio liquido através itteatdo. O DNA gendmico foi extraido
com o kit AxyPrep Multisource Genomic DNA Miniprgpxygen®), conforme protocolo
descrito pelo fabricante. A qualidade e a quangdi#E DNA foram estimadas visualmente em
gel de agarose 1% (fragmento de 100 pb). Para ficapho do gene gliceraldeido-3 fosfato
desidrogenase (GPDH), foram utilizados 0S primers orwdrd (5-
GCCGTCAACGACCCCTTCATTGA-3) e reverse (5-
GGGTGGAGTCGTACTTGAGCATGT-3’) (Peres et al ., 2008grando-se fragmentos de
aproximadamente 250 pb. As amplificacdes em PC&rfaealizadas em um volume final
de 50 pL contendo 1 puL de DNA, 2,0 mL de &guaulNbde cada primer , e 25 pL do PCR
Master Mix (2X) (0,05 u.mt de Taq DNA polimerase, tampdo de reacdo com 4 mM
MgCl2, e0,4 mM de cada dNTP; Fermeftfa®ara amplificacéo, as reacdes foram realizadas
em termociclador Biocycler MJ 96+ (Biosystéssendo utilizados: um ciclo a 94 °C por 2
min; 35 ciclos a 94 °C por 1 min, 63 °C por lnrei20s,e e 72 °C por 1 min e 30 s; e um

ciclo final a 72 °C por 6 min. Os produtos de POGRafn visualizados em gel de agarose 1 %.
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Os produtos de PCR foram purificados com o kit AegP" PCR Cleanup (Axygéh, e
posteriormente sequenciados nos dois sentidos ce@nmesmosprimers utilizados na
amplificacdo. Os sequenciamentos foram realizadda pmpresa Macrogen Inc. (Seul,
Coréia do Sul).

Sequéncias de isolados ex-type foram utilizadasoc@feréncia e obtidas a partir do
GenBank (www.ncbi.nim.nih.gov/) (Tabela 2). Os hdmentos mdultiplos das sequéncias
foram realizados com o programa Clustal W. Alinhatog foram ajustados manualmente
para permitir o alinhamento maximo e similaridadéxima entre as sequencias. Regifes
ambiguamente alinhadas foram excluidas das analises

Andlises filogenéticas foram realizadas utilizamdprograma MEGA 5 (Tamura et
al., 2011). Foi realizada a analise de maxima pdgia e as multiplas arvores parcimoniosas
foram salvas. Estatisticas descritivas como congnin) indice de consisténcia (IC) e indice
de retencdo (IR) foram calculados para arvoresigsraA estabilidade dos clados resultantes

da analise de parcimonia foi avaliada pela andksikootstrap com 1000 repeticdes.

Caracterizacao cultural e morfologica

Discos de micélio (6 mm de diametro) foram obtidasborda de colénias com sete
dias de idade e transferidos para meio BDA (Hinfeds® g.L%) e incubados a 25 °C sob
luminosidade continua, conforme descrito por Caile€2009). Os diametros ortogonais das
colbnias de trés replicatas foram mensurados apdisoqdias de incubacdo, com auxilio de
paquimetro digital. A taxa de crescimento micdimlicalculada, sendo os valores expressos
em mm.did. Aos sete dias de incubacdo, as mesmas cultusrs fraracterizadas em relacéo
a coloracdo e topografia das colénias, bem comodtr e dimensdes de 30 conidios por

isolado.
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174 Caracterizacado da patogenicidade e viruléncia

175 Para os testes de patogenicidade e virulénciamfartilizados frutos de manga da
176 variedade Tommy Atkins, em estadio de maturacaceccal. Os frutos foram lavados com
177 detergente neutro e agua corrente, desinfestad@tagml 70% por 3 min e NaClO 1,5% por
178 3 min, lavados em &gua destilada esterilizada enstitbos a secagem ao ar sobre papel
179 toalha. Para inoculacéao dos frutos, foi utilizadéanica da inoculacdo com disco de micélio,
180 de forma a se padronizar o meéetodo de inoculacdm uer que parte dos isolados
181 apresentavam pouca ou nenhuma esporulacdo. Raréoraim retirados discos de micélio de
182 6 mm de diametro da borda de col6nias crescidaseim BDA, com seis dias de cultivo. Os
183 frutos foram lesionados com auxilio de uma aguletergizada, sendo efetuados dois
184 ferimentos por fruto, e os discos de micélio ddpdsis sobre os ferimentos. Frutos
185 inoculados com discos de BDA sem o crescimentoi¢dngpnstituiram a testemunha. Foram
186 utilizadas quatro repeticdes por isolado, senda aageticio constituida por dois frutos
187 inoculados. Os frutos foram submetidos a camaralairdurante 48 horas (Montri et al.,
188 2009), e ao oitavo dia ap6s a inoculacéo, forameicisnados e a patogenicidade confirmada
189 pela presenca de lesdes tipicas de antracnose.

190 Para comparacdo da viruléncia dos isolados, foratermiinados os diametros
191 ortogonais das lesdes com auxilio de paquimetstimada a area da lesdo. Os valores das
192 areas foram expressos em mmsubmetidos & andlise de variancia e as médiaparadas
193 pelo teste LSD de Fischer, ao nivel de 5% de piibthatie.

194

195 Prevaléncia das espécies deplletotrichum

196 Apés a identificacdo das espécies, foi calculadaxa de isolamento (TI) para cada
197 area e parte da planta amostrada [T1% = (n° defeagps colonizados p&olletotrichum

198 por parte da planta/ n° total de fragmentos pax ateparte da planta) x 100].
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RESULTADOS

Frequéncia geral de isolamento

Em um total de 1715 amostras avaliadas (300 de,raerouras e limbos jovens e
velhos, e 215 de inflorescéncia), 169 foram colatis pelo géner@olletotrichum

Os valores das FI diferiram entre as cinco areaéred Il apresentou o maior valor,
enguanto que a area | apresentou o menor (tabela 3)

A FI dentre as diferentes pastes da planta tamb@sriram significativamente nas
cinco areas. As mais altas Fl foram observadas Ipat® velho nas areas |, Il e V, para
limbo jovem na éarea IV, e nervura jovem na areaOB menores valores foram observados

para inflorescéncia na area Il, para ramo na areapdra ambos na area lll (Tabela 2).

Caracterizacao molecular

ApoOs o alinhamento das sequéncias, foram idendifi€alO haplotipos, e cinco
sequéncias de cada um destes hapldtipos foramhgE®oho acaso para construcdo da arvore.
As sequéncias do gene GPDH dos isolados endofitie@olletotrichumforam comparadas
com sequéncias homologas disponiveis no GenBankespecies deColletotrichum
pertencentes ao complex@. gloeosporioidese que apresentaram maior indice de
similaridade com os isolados deste estudo (Tabela 2

Uma das 246 arvores igualmente parcimoniosas ger@manprimento = 124) é
mostrada na Figura 1. O indice de consisténci@,848094 e o indice de retengéo 0,964200.
O conjunto de dados final apresentou 75 sitios avais, das quais 84,66% foram
informativos para as analises de parcimonia.

A andlise de maxima parcimdnia revelou cinco ppaid grupos dentro do complexo

de espéciex. gloeosporioidesO grupo | representou 72 endofitas e todos okdes
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sintomaticos. Este grupo obteve um suporte de traptde 63% e foram identificados como
pertencentes a espé€ie asianunPrihast., L. Cai & K.D. Hyde. O grupo |l represamtito
isolados agrupados cof. fructicola Prihast., L. Cai & K.D. Hyde., porém com suporte
inferior a 50%. No grupo lll, seis isolados endofis agruparam-se com sequénciasCde
siamensePrihast., L. Cai & K.D. Hyde com suporte de 649%. gpupos IV Colletotrichum
sp.) e V Colletotrichumsp.) representam clados distintos com trés iseladda (suporte de
74% e 62% respectivamente), cuja identidade dascespndo pode ser determinada nem
com os dados morfoldgicos nem atraves das seqeétei@PDH (Figura 1).

Dois clados fortemente suportados foram identifisadora do complexoC.
gloeosporioidesQuatro isolados foram identificados coi@ocliviae Yan L. Yang, Zuo Y.
Liu, K.D. Hyde & L. Cai (grupo VI) e um isolado fadentificado comoC. boninense

Moriwaki, Toy. Sato & Tsukib(grupo VII), ambos com 99% de suporte.

Caracterizacao cultural e morfologica

Com base na morfologia das colbnias, os isoladdsféitos deColletotrichumforam
separados em nove diferentes morfogrupos. As ediisiitas e imagens das colonias de cada
morfogrupo encontram-se sumarizadas na Figura 2.

Colletotrichum asianumapresentou 60 isolados no morfogrupo 1 e 12 isslat
morfogrupo 2.Colletotrichum siamensapresentou quatro isolados no morfogrupo 1, um
isolado no morfogrupo 3 e um no 4. O morfogrupmd@uiu o isolado de&C. boninenseO
morfogrupo 6 incluiu os isolados @e cliviaee Colletotrichumsp. Grupo V. O morfogrupo 7
incluiu todos os isolados d€. fructicola Colletotrichumsp. Grupo IV apresentou dois
isolados no morfogrupo 8 e um isolado no morfogr@po

A morfologia dos conidios apenas foi distinta paraspécieC. siamensecujos

conidios foram do tipo fusiforme. Nas demais esm®dbddos os isolados apresentaram
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conidios cilindricos, com uma ou ambas as extremesiarredondadas. Foi observada uma
pequena proporcao de conidios falcados em algotedess deC. asianum e de conidios
fusiformes nos isolados d€. cliviae No entanto, houve diferenca entre as medias de
comprimento e largura dos conidios entre as esp€Cabela 3).

Houve diferenca estatistica entre médias das tdrasrescimento das diferentes
espécies, sendo q@ asinaum(6.60+ 1.03 mm.did) cresceu significativamente mais lento

gue as outras espécies, as quais nao diferiram gr{ffabela 3).

Caracterizacdo da patogenicidade e viruléncia

Com o meétodo de inoculacdo utilizado, todos osadmd foram patogénicos,
resultando em infec¢cdo no fruto em até oito dia§sap inoculacdo. N&o foi observada
diferenca entre as espécies quanto ao aspectegissIcausadas.

Houve diferenca significativa quanto a area daSelesA espéci€olletotrichumsp.
Grupo V apresentou as maiores areas de lesao, ranqgaeC. fructicola apresentou as
menores. A espécieé. boninensaao foi incluida nas analises estatisticas, p@@msentou a

menor area da lesdo dentre todas as espécies.

Prevaléncia das espécies deplletotrichum

Com base nas comparac¢des entre sequéncias do B&t¢ &entre as caracteristicas
fenotipicas, 72 isolados endofiticos foram idecaifios comd. asianumoito isolados como
C. fructicola seis comdC. siamensequatro isolados com@. cliviae,um isolado comdC.
boninensee seis isolados nao tiveram a espécie defin@algtotrichumsp. Grupo IV e
Colletotrichumsp. Grupo V, com trés isolados cada).

Nas areas Il, lll e V foram encontradas cinco eifées espécies, e nas areas | e |l

foram encontradas duas espécies diferentes em AaegpécieC. asianumprevaleceu em
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todas as areas, com o maior valor de Tl na ar€84]62%) e o menor na area |l (40,63%). A
espécieColletotrichumsp. Grupo V foi restrita a area | (Figura 3a).

Em todas as partes da planta avaliadasasianumfoi a espécie prevalente com
valores de Tl acima de 65%. Para ramo e infloresaga Tl paraC. asianumfoi igual a
100%, mostrando a baixa diversidade de espécisesneésgdos. Nervura jovem apresentou a
incidéncia de seis diferentes espécies. Nenhumaesiaécies esteve restrita a uma parte

especifica da planta (Figura 3b).

DISCUSSAO

A colonizagédo de plantas tropicais por fungos eitidoé é extremamente frequente
(Cannon & Simmons 2002). O isolamento de espécidéfitas deColletotrichumtem sido
relatado com alta ocorréncia em varias fruteirass€ncias florestais tropicais, e também em
florestas temperadas e em plantas medicinais (@a&n8immons 2002; Guo et al., 2001;
Hanada et al., 2010; Hata et al., 2002; Huang.e@08; Kumar & Hide 2004; Lu et al.,
2004; Osono, 2008; Photita et al., 2001; Prihastiai., 2009; Rojas et al., 2010).

Observou-se que o géne€olletotrichum apresentou altos valores de Fl para os
tecidos foliares (limbo e nervura) em todas assareaquanto que valores de FI foram
menores em ramo e inflorescéncia. Este dado padenséndicativo de especificidade pelos
tecidos foliares, ou inabilidade de penetrar texiohais internos como o sistema vascular dos
ramos e inflorescéncias. De acordo com Stone €2@04) espécies que colonizam tecidos
mais internos apresentam maior especificidade, entraste com aquelas que colonizam
tecidos mais externos, as quais apresentam inésjde. A auséncia de diferenca nas Fl
de Colletotrichumentre fragmentos foliares com e sem nervura, atadd nesse estudo, se

assemelha ao observado em folhaPagania eduligHata et al., 2002).
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A maior prevaléncia deColletotrichum em limbo velho que em limbo jovem
demonstra o efeito da idade do tecido sobre a @aofio deColletotrichum em folhas. O
aumento da incidéncia de enddfitas em folhas nelisag € uma evidencia indireta de que
essas folhas tiveram mais tempo para acumular gasldd ambiente (Photita et al., 2001). A
transmissao horizontal aparenta ser o mecanisnaisgersao predominante entre espécies
endofitas (Stone et al., 2004), no entanto, folmass velhas também tem mais tempo de
acumular verticalmente espécies colonizadoras quet@m através do peciolo (Frohlich et
al., 2000).

Quanto ao efeito da area, observou-se diferengéisajiva entre as areas | e Ill. A FI
pode variar entre diferentes areas em funcdo dwedifas em fatores ambientais como
umidade, temperatura, precipitacdo e potencial ndeuio, além do efeito da atividade
humana (Photita et al., 2001). A area | localizaxseerimetro urbano e esta sujeita a acao
antropica, e apresenta uma grande distancia etargap, o que diminui a dispersdo do
inéculo. Ambos os fatores podem ter contribuid@amamenor valor de Fl. Ja na area lll onde
foi observada a maior Fl, apesar de também sofatoeda acdo antropica, as plantas
amostradas estavam inseridas em fragmentos codssrdg mata onde a umidade é mais
elevada, o que provavelmente favoreceu um aumemtpotencial do inoculo. Situacao
semelhante ocorre ao comparar as Fl das aredsduelapesar de ambas estarem em Recife,
a area Il localizava-se mais distante da zona aslmeob menor influéncia da acéo antrépica.

A comparacéo entre valores de Fl entre diferendasdes € problematica devido as
diferencas nos protocolos de isolamento, principabe quanto ao tamanho dos fragmentos
empregado (Cannon & Simmons, 2002). H& também itoafe processo de desinfestagcdo
dos fragmentos, bem como do meio de cultura utiiz&m um ensaio piloto foram testados
diferentes processos de desinfestacdo e meiodtdeagpara o isolamento déolletotrichum

endofiticos em mangueira. Observou-se uma altac@obdeColletotrichumpelo meio de
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cultura LCA (Miura & Kudo 1970) e pelo meio BDA ascido de rosa de bengala (30 mg.L
). Também foi observada uma inibicdo do isolametecendofiticos em geral, quando o
tempo de desinfestacao no hipoclorito de sédisdperior a dois minutos.

As andlises fildgenéticas mostraram que a mai@saisgblados incluidos neste estudo
pertencem ao complexo de espéc€iegloeosporioidesDentre 0s sete grupos representantes
dos principais grupos terminais, cinco foram irahisi no grande clad®. gloeosporioides s.

l., com suporte de 99%. Atualmente, esse complex@Eande as especi€s asianumC.
fructicola, C. horii, C. hymenocallidisC. kahawage C. gloeosporioides sensu strictG.
siamensdCai et al., 2009; Prihastuti et al., 2009; Yahgle 2009), e espécies recentemente
descritas com&. musagSu et al., 2011) €. jasmine-samba@Vikee et al., 2011). Quase
todos os isolados deste estudo foram associadspéxies deste complexo. Setenta e oito
isolados foram identificados con@ asianune oito comdC. fructicola

Em trabalho com isolados endofiticos do cacaueide eutras fruteiras tropicais do
Panama, observou-se que a maioria das espéci€oliigotrichumidentificadas estavam
inseridas no complexo de espédiegloeosporioidegRojas et al., 2010).

Os agrupamentos gerados pelas analises filogemétimam congruentes com a
taxonomia baseada em caracteristicas fenotipicasapaspécies identificadas.

No grupo Il oito isolados foram agrupados com &eigL. fructicolacom um baixo
suporte. No entanto, o suporte deste clado aumeptando estes isolados foram analisados
separadamente apenas com sequéncias de isolaGo$rdeticola(FJ 972579, FJ 972577, FJ
972578; 100% de suporte) ou com sequénciaS.deucticola, C. asianum(FJ 972571, FJ
972576, FJ 972573) €. siamensdFJ 972575, FJ 972574; 54% de suporte) (dados nao
apresentados).

Silva et al. (2011) analisando o locApn2MAT e outros genes como ITEtub2 e

GS, observaram qué. siamensdoi reciprocamente monofilético con€. asianum ou C.
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349 fructicolaa. Os autores supdem que essas espéecies divergiesentemente e,
350 consequentemente, a relacdo entre elas ndo podEcikenente resolvida, o que pode
351 justificar os baixos suportes frequentemente olasiEry para estas espécies. A correta relacéo
352 filogenética entre estas trés espécies permaneesan

353 Os grupos IV e V formaram clados dentro do compléxgloeosporioidgsmas néo
354 agruparam com nenhuma espécie conhecida com séagidonggene GPDH disponivel.

355 Para efetivar o reconhecimento das espécie€alketotrichum é recomendada a
356 utilizacdo da filogenia multilocus, incluindo sequis dos genes ITS, TUB2, GPDH, ACT e
357 outros (Cai et al. 2009). Neste trabalho foi utitia apenas as sequéncias do gene GPDH,
358 com base nos resultados obtidos por Damm et al092@ue estudou espécies de
359 Colletotrichum associados a hospedeiros herbaceos, concluindca cgeparabilidade das
360 espécies foi superior com a utilizacdo deste getehastona 3.

361 As caracteristicas das colonias e os valores dedexrescimento foram importantes
362 caracteristicas para diferenciar algumas espéae<adlletotrichum sendo marcadores
363 fenotipicos consistentes para diferenciar isoladesC. asianumdas demais espécies.
364 Resultados similares foram obtidos para espécgxiaglas ao génef@apsicum(Than et al.,

365 2008b) e a doenca ‘cofee berry disease’ (Prihagtutal., 2009). Ambos marcadores,
366 associados ao formato e tamanho dos conidiosifgait identificar os isolados do grupo lli
367 C. asianume ndo com&. siamense

368 Os isolados de todas as espéciedietotrichumforam patogénicos em frutos de
369 manga e diferiram significativamente quanto a @ingla. Apesar desta diferenca, os
370 resultados podem néo refletir com acuracia o veidagotencial patogénico destes isolados.
371 Isolados endofiticos d€olletotrichumpodem ser patdgenos oportunistas, e mais estudos
372 devem ser realizados para determinar a patogedeidaviruléncia de acordo com infeccdes

373 naturais, e ndo com inoculacdes artificiais (Ptitaget al., 2009). S0 necessérios mais
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estudos com os isolados das espé€essianume Colletotrichumsp. Grupo V, os quais
foram os mais virulentos.

Levando em consideracdo que o0 géne@bplletotrichum inclui espécies
hemibiotréficas, ha a possibilidade que parte dotados ndo sejam verdadeiros enddfitas.
Alguns isolados podem ter sido oriundos de apress@ue sobreviveram ao processo de
desinfestacdo (Lu et al., 2004). Para o gé@aitetotrichum baseado nas varias definicoes
para o termo “endofita”, isolados podem ter o eitidaio como um estilo de vida (endofitas
verdadeiros, 0s quais colonizam sem nunca causanss visiveis; Mostert et al., 2000), ou
como parte do ciclo de vida, uma vez que algumpscess sdo denominadas patdégenos
quiescentes (endofitismo como estratégia de sol@eeia; Wilson, 1995).

Uma vez identificadas as espécies, observou-sengaehouve correlagdo com a
prevaléncia das espécies nas diferentes areas difentes partes da planta. O dado mais
relevante foi que a espédiz asianumfoi prevalente sobre as demais, estando presemte e
todas as areas, sem mostrar especificidade a wmdeado tecido vegetal. Segundo Cannon
& Simmons (2002), essa desuniformidade na distrdmidas espécies sugere que a
colonizacéo por endofitas assume um padréo ca@eaddo as outras espécies apresentarem
poucos isolados, ndo é possivel inferir sobre adspdade destas espécies por alguma parte
da planta.

Dentre as espécies identificadas, ap&hdsoninensdoi relatada no Brasil, a qual foi
associada com a antracnose do maracuja amarelag(Tonior et al., 2010 olletotrichum
boninenseaparenta ser um patégeno e endéfita comum emsddrospedeiros (Hyde et al.,
2009). A espécie ja foi relatada em diversas ptantéaGuiana (Lu et al., 2004) e na Australia
e sul da Africa (Lubbe et al., 2004).

Colletotrichum asianumC. fructicola e C. siamensdiveram seu primeiro relato na

Tailandia. Epifitas e endofitas foram obtidos detds de café aparentemente sadios, e
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também isolados como patogénicos (Prihastuti et 28109). C. asianumtambém esta
associado a antracnose do géréapsicum(Than et al., 2008b) e da manga (Phoulivong et
al., 2010).

A mangueira € uma planta que tem seu centro derorigp continente asiatico e foi
introduzida no Brasil no inicio da colonizacdo pguesa. Baseando na similaridade das
sequéncias brasileiras entre si e quando compacadaas da mesma espécie encontradas na
Tailandia podemos levantar a hipotese de que asciesiC. asianum C. fructicolae C.
siamensdenham sido introduzidas no Brasil através daripégdo endofitica em 6rgdos de
propaga¢édo como sementes e mudas.

A espécieC. cliviae apenas foi relatada associada a antracnosglida miniata na
China (Yang et al., 2009). Este é o primeiro reldésta espécie no Brasil, bem como sua
ocorréncia em manga e seu isolamento como endofita.

O presente trabalho reportou a ocorréncia de quaspécies conhecidas de
Colletotrichum,como enddfitas, em plantios ndo comerciais de mafgecessario o estudo
das espécies ocorrentes em plantios comerciaismparar populacdes de enddfitas com

populacdes de isolados sintomaticos, analisandecaspecoldgicos e epidemioldgicos.

AGRADECIMENTOS

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientificdecnoldgico (CNPq) pelo

suporte financeiro, e a Universidade Federal RdeaPernambuco (UFRPE) pelo suporte

cientifico e tecnolégico.

44



424

425

426

427

428

429

430

431

432

433

434

435

436

437

438

439

440

441

442

443

444

445

446

447

448

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Agrios GN (2005) Plant Pathology. 5th Ed. Amsterd&isevier Academic Press.

Batista DC, Barbosa MAG (2008) Doencas da mangudéimraFEIRA NACIONAL DA
AGRICULTURA IRRIGADA, 1., Petrolina, PE, Brasil, 8. Minicursos [CD-ROm].

Petrolina, 2008.

Bailey JA, Jeger MJ (1992Colletotrichum biology, pathology and control. CAB.

International. Wallingford, UK.

Cai L, Hyde KD, Taylor PWJ, Weir B, Waller J, AbarlgM, Zhang JZ, Yang YL,
Phoulivong S, Liu ZY, Prihastuti H, Shivas RG, Maigee EHC, Johnston PR (2009) A

polyphasic approach for studyi@plletotrichum Fungal Diversity 39:183-124

Cannon PF, Simmons CM (2002) Diversity and hostepeace of leaf endophytic fungi in

the Iwokrama Forest Reserve, Guyana. Mycologia)221(2—-220

Damm U, Woudenberg JHC, Cannon P, Crous PW (20Q®lletotrichum speciesvith

curved conidia from herbaceous hosts. Fungal BityeB9:45-87

Devaraju R., Satish S (2010) Endophytic fungi: gpad or ‘hidden’ store houses of
bioactive compounds within plants: A Reviedaurnal of Pharmacy Research 3(12):2986—

2989

45



449

450

451

452

453

454

455

456

457

458

459

460

461

462

463

464

465

466

467

468

469

470

471

472

Frohlich J, Hyde KD, Petrini, O (2000). Endophyitingi associated with palms.

Mycological Research 104: 1202-1212.

Gonzalez V, Tello ML (2011) The endophytic mycosaa@ciated withV/itis viniferain central

Spain. Fungal Diversity 47:29-42

Guo LD, Hyde KD, Liew ECY (2000) Identification a@ndophytic fungi fromLivistona

chinensisbased on morphology and rDNA sequences. New Rigigil147:617-630

Hanada RE, Pomella AW, Costa HS, Bezerra JL, LagoetL, Pereira JO (2010)
Endophytic fungal diversity itheobroma caca¢cacao) and. grandiflorum(cupuacu) trees
and their potential for growth promotion and biotohof black-pod disease. Fungal Biol

114: 01-910

Hata K, Atari R, Sone K (2002) Isolation of endoptiyungi from leaves of Pasania edulis

and their within-leaf distributions. Mycoscience 3@—-373

Huang WY, Cai YZ, Xing J, Corke H, Sun M (2007) Atential antioxidant resource:
endophytic fungi isolated from traditional Chinesedicinal plants. Economic Botany 61:14-

30

Hyde KD, Cai L, Cannon PF, Crouch JA, Crous PW, Batd, Goodwin PH, Chen H,

Johnston PR, Jones EBG, Liu ZY, McKenzie EHC, Makid, Noireung P, Pennycook SR,

46



473

474

475

476

477

478

479

480

481

482

483

484

485

486

487

488

489

490

491

492

493

494

495

496

497

Pfenning LH, Prihastuti H, Sato T, Shivas RG, Tan, Yaylor PWJ, Weir BS, Yang YL,
Zhang JZ (2009 olletotrichum— names in current use. Fungal Diversity 39:143-18
Kumar DSS, Hide KD (2004) Biodiversity and tisseeurrence of endophytic fungi in

Tripterygium wilfordii. Fungal Diversity 17: 69-90

Lu G, Cannon PF, Reid A, Simmons CM (2004) Divgrsihd molecular relationships of
endophyticColletotrichumisolates from the Iwokrama Forest Reserve, Guyihaol Res

108:53-63

Lubbe CM, Denman S, Cannon PF, Groenewald JZ, LechprS, Crous PW (2004)
Characterization o€olletotrichumspecies associated with diseases of Proteaceb2686:

1279.

Melo RB, Silva JS, Candido AS, Feitosa, TB, SouZza (Q009) Analise da producédo e da
exportacdo de manga no Polo Petrolina(PE)/JuaB&jo(n: Encontro Norte e Nordeste de
Ciéncias e Engenharia de Materiais, 2., Teresina,2809. Anais ... Teresina, Editora

Universitaria da UFRN.

Montri P, Taylor PWJ, Mongkolporn O (2009) Patipstg of Colletotrichum capsigithe

causal agent of chili anthracnose, in Thailandnflasease 93:17-20.

Mostert L, Crous PW, Petrini O (2000) Endophytiaduassociated with shoots and leaves
of. Vitis vinifera, with specific reference to tiRhomopsis viticola complex. Sydowia 52:46-

58

a7



498

499

500

501

502

503
504

505

506

507

508

509

510

511

512

513

514

515

516

517

518

519

520

521

Miura K, Kudo M (1970) An agar-medium for aquatigphomycetes. Trans Mycol Soc Japan

11:116-118

Nelson SC (2008) Mango anthracnose (Colletotriciylorosporioides). Plant Disease p. 48

Neto MTC, Reinhardt DH (2003). Relagbes entre patéws de crescimento do fruto da
manga cv. Haden. Revista Brasileira de Fruticul2r#l): 36-38

Osono T (2008) Endophytic and epiphytic phyllosghieingi of Camellia japonica seasonal

and leaf age-dependent variations. Mycologia 10883)-391

Peres NA, MacKenzie SJ, Peever TL, Timmer LW (20883tbloom fruit drop of citrus and
key lime anthracnose are caused by distinct phyleie lineages ofColletotrichum

acutatum Phytopathology 98: 345-352

Photita W, Lumyong S, Hyde K (2001) Endophytic fuafwild banana ¥usa acuminatpat

Doi Suthep Pui National Park, Thailand. Mycol R85(112):1508-1513

Phoulivong S, Cai L, Chen H, McKenzie EH, Abdelsal&, Chukeatirote E, Hyde KD
(2010) Colletotrichum gloeosporioidels not a common pathogen on tropical fruits. Flinga

Diversity 44:33-43

Prihastuti H, Cai L, Chen H, Hyde KD (2009). Chaesization of Colletotrichumspecies

associated with coffee berries in Chiang Mai, Tdral. Fungal Diversity 39: 89-109

48



522

523

524

525

526

527

528

529

530

531

532

533

534

535

536

537

538

539

540

541

542

543

Rodrigues KF, Petrini O (1997) Biodiversity of Emihytic Fungi in Tropical Regions. In:
Biodiversity of Tropical Micro Fungi, Hyde, K.D. ¢(£). Hong Kong University Press, Hong

Kong, PP. 5769

Rojas El., Rehner SA, Samuels G J, Van Bael SAtegHe A, Cannon A, Chen R, Pang J,
Wang R, Zhang Y, Peng Y, Sha T (2003lletotrichum gloeosporioides|. associated with
Theobroma cacaand other plants in Panama: multilocus phylogemiessinguish host-

associated pathogens from asymptomatic endophyiiglogia 102(6):1318-1338

Silva GF (2007) Eficiéncia de diferentes produtosgicidas no controle da antracnose em
manga. 49 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomifiversidade Federal Rural do Semi-

Arido, Mossoro.

Silva DN, Talhinha P, Varzea V, Cai L, Paulo OSti8a D (2011). Application of the
Apn2/MAT locus to improve the systematics of elletotrichum gloeosporioidesomplex:

an example from coffeeCpffeaspp.) hosts. MycologieDOl 10.3852/11-145)

Stone JK, Polishook JD, White JJF, 2004. dphgtic Fungi. In: Mueller GM, Bills
GF, Foster MS (eds), Biodiversity of Fungi:vémtory and Monitoring Methods.:

Academic Press, Burlington, pp. 241-270

49



544

545

546

547

548

549

550

551

552

553

554

555

556

557

558

559

560

561

562

563

564

565

Su YY, Noireung P, Liu F, Hyde KD, Moslem MA, BalikAH, Abd-Elsalam KA, Cai L
(2011) Epitypification ofColletotrichum musaethe causative agent of banana anthracnose.

Mycoscience 52:376—-382

Suryanarayanan TS, Murali TS, Venkatesan G (20@@uf@ence and distribution of fungal
endophytes in tropical forests across a rainfadgmt. Canadian Journal of Botany 80:818-

826

Sutton BC (1980) The Coelomycetes. London: Commaitttvdlycological Institute. 696 p.

Tamura K, Peterson D, Peterson N, Stecher G, Nefiar S (2011) MEGAS: Molecular
Evolutionary Genetics Analysis using Maximum Likelod, Evolutionary Distance, and

Maximum Parsimony Methods. Molecular Biology andknion (In Press).

Than PP, Jeewon R, Hyde KD, Pongsupasamit S, Mdpgko O, Taylor PWJ (2008).
Characterization and pathogenicity @blletotrichumspecies associated with anthracnose on

chilli (Capsicumspp.) in Thailand. Plant Pathology 57:562-572.

Tozze Junior HJ, Fischer IH, Camara MPS, Massol#@oduNS (2010) First report of

Colletotrichum boninensenfecting yellow passion fruitRassiflora edulid. flavicarpg in

Brazil. Australasian Plant Disease Notes 5:70-72

50



566

567

568

569

570

571

572

573

574

575

576
577

578

579

Wikee S, Cai L, Pairin N, McKenzie EHC, Su YY, Clealirote E, Thi HN, Bahkali AH,
Moslem MA, Abdelsalam K (2011) Colletotrichum specifrom jasmine Jasminum

sambag. Fungal Divers 46:171-182

Wilson D (1995) Endophyte: the evolution of a teremd clarification of its use and

definition. Oikos 73:274-276

Yang YL, Liu ZY, Cai L, Hyde KD, Yu ZN, McKenzie EE (2009) Colletotrichum

anthracnose of Amaryllidaceae. Fungal Divers 39-123

ZABALGOGEAZCOA | (2008) Fungal endophytes and themteraction with plant
pathogens. Spanish Journal of Agricultural Rese@rtB8-146

51



580

Tabela 1Relacéo de isolados endofiticos e sintomaticasalegueira utilizados no presente trabalho.

ISOLADO AREA PARTE DA PLANTA ESPECIE HAPLOTIPO
C1-NN Recife (Pq. de Exposic¢bes do Cordeiro) Nexyovem CO”%‘?H&ht‘/m sP. 1
C4-LV Recife (Pq. de Exposi¢des do Cordeiro) Lirvietho Colletotrichum 10
asianum

C4-H Recife (Pq. de Exposi¢des do Cordeiro) Ramo Colletotrichum 9
asianum

i ico i - Colletotrichum
C4-LN Recife (Pg. de Exposi¢des do Cordeiro) Lijda@m asianum 10
i ico i - Colletotrichum

C5-LN Recife (Pg. de Exposi¢des do Cordeiro) Lijda@m asianum 10

C6-NV Recife (Pg. de Exposigdes do Cordeiro) Neaweiha CO”%‘?H&ht‘/m Sp. 1

C8-LV Recife (Pq. de Exposigdes do Cordeiro) Linvletho Colletotrichum 10
asianum

C10-LV Recife (Pg. de Exposicdes do Cordeiro) Limbtho Colletotrichum 10
asianum

Cl12-LV Recife (Pg. de Exposi¢des do Cordeiro) Linvbtho Colletotrichum 9
asianum

R1-LN Recife (Campus UFRPE) Limbo jovem Colleto_tnchum v
fructicola

R2-LV Recife (Campus UFRPE) Limbo velho Colletotrichum 10
asianum

R3-NV Recife (Campus UFRPE) Nervura velha Colletotrichum 9
asianum

R4-H Recife (Campus UFRPE) Ramo Colletotrichum 10
asianum

R4-LV Recife (Campus UFRPE) Limbo velho Colletotrichum sp. 2

Grupo IV
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Tabela 1Continuacgéo.

ISOLADO AREA PARTE DA PLANTA ESPECIE HAPLOTIPO
R5-NV Recife (Campus UFRPE) Nervura velha Colletotrichum 10
asianum
R5-H Recife (Campus UFRPE) Ramo Colletotrichum 10
asianum
R6-LV Recife (Campus UFRPE) Limbo velho Colletotrichum 5
Slamense
R7-NN Recife (Campus UFRPE) Nervura jovem CoIIet_otnchum 10
asianum
R8-LV Recife (Campus UFRPE) Limbo velho Colletotrichum 5
Slamense
R9-LV Recife (Campus UFRPE) Limbo velho Colletotrichum sp. 5
Grupo IV
R9-NV Recife (Campus UFRPE) Nervura velha Colletotrichum 5
Slamense
R9-LN Recife (Campus UFRPE) Limbo jovem Co”glti?;gghum 3
R9-NN Recife (Campus UFRPE) Nervura jovem Colletotrichum sp. 5
Grupo IV
R11-NV Recife (Campus UFRPE) Nervura velha Colletotrichum 6
slamense
R12-NV Recife (Campus UFRPE) Nervura velha Colletotrichum 10
aslianum
R12-LV Recife (Campus UFRPE) Limbo velho Colletotrichum 10
aslianum
A1-NN Aldeia Nervura jovem Collet_otrlchum 10
asianum
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Tabela 1Continuacgéo.

ISOLADO AREA PARTE DA PLANTA ESPECIE HAPLOTIPO
Al-NV Aldeia Nervura velha Collet_otnchum 10
asianum
A2-LN Aldeia Limbo jovem CoII_etotrlchum 5
siamense
A2-NN Aldeia Nervura jovem Colleto.trlchum 7
fructicola
A2-NV (G) Aldeia Nervura velha Collglti(\)/'itgghum 3
A3-LN Aldeia Limbo jovem COIlet.OtnChum 10
asianum
A3-LV Aldeia Limbo velho Collet_otrlchum 10
asianum
A3-NV Aldeia Nervura velha Colletotrichum 10
asianum
A4-LN Aldeia Limbo jovem Collet.oynchum 3
cliviae
A4-NN (C) Aldeia Nervura jovem Cogitiztr:'ucr?]um 8
A4-NN (G) Aldeia Nervura jovem Cogesﬁggfr?lum 10
A4-LV Aldeia Limbo velho Collet_otrlchum 10
asianum
A4-NV Aldeia Nervura velha Colletotrichum 10
asianum
AS5-LN (G) Aldeia Limbo jovem C°ZZE‘;t,§[j’r';“m 10
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Tabela 1Continuacgéo.

ISOLADO AREA PARTE DA PLANTA ESPECIE HAPLOTIPO
A5-NN Aldeia Nervura jovem Collet_otnchum 10
asianum
A5-LV Aldeia Limbo velho Colletotrichum 9
asianum
: Colletotrichum
A5-NV Aldeia Nervura velha X 10
asianum
AG6-LN Aldeia Limbo jovem CoIIet_otrlchum 9
asianum
AB-LV Aldeia Limbo velho Colletotrichum 10
asianum
A8-NN Aldeia Nervura jovem CoIIet_otrlchum 10
asianum
A8-LV Aldeia Limbo velho Colletotrichum 9
asianum
A9-NN Aldeia Nervura jovem Collet_otrlchum 10
asianum
A9-LV Aldeia Limbo velho Colletotrichum 10
asianum
A9-NV Aldeia Nervura velha Collet_otnchum 9
asianum
A10-NN Aldeia Nervura jovem Collet_otnchum 10
asianum
A10-LV Aldeia Limbo velho Colletotrichum 10
asianum
A10-NV Aldeia Nervura velha Collet_otnchum 10
asianum
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Tabela 1Continuacéo.

ISOLADO AREA PARTE DA PLANTA ESPECIE HAPLOTIPO

A11-NN Aldeia Nervura jovem Collet_otrlchum 10
asianum

All-LV Aldeia Limbo velho Collet_otrlchum 10
asianum

A11-NV Aldeia Nervura velha Colletotrichum sp. 1
Grupo V

Al12-LN Aldeia Limbo jovem Colleto.trlchum 7
fructicola

Al2-LV Aldeia Limbo velho Collet_otrlchum 10
asianum

I 1-NN IPA - Itapirema Nervura jovem Colletotrichum 10
asianum

| 2-LN IPA - |tapirema Limbo jovem COIlet.OtnChum 10
asianum

| 3-LN IPA - ltapirema Limbo jovem Collet_otrlchum 10
asianum

| 4-LN IPA - |tapirema Limbo jovem COIlet.OtnChum 10
asianum

I 4-P IPA - Itapirema Inflorescéncia Colletotrichum 10
asianum

I 4-NV IPA - ltapirema Nervura velha Colletotrichum 10
asianum

I 5-N\V IPA - Itapirema Nervura velha Colletotrichum 10
asianum

1 8-P IPA - ltapirema Inflorescéncia Colletotrichum 10
asianum
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Tabela 1Continuacéo

ISOLADO AREA PARTE DA PLANTA ESPECIE HAPLOTIPO
| 8-LN IPA - Itapirema Limbo jovem Collet_otrlchum 10
asianum
| 9-P IPA - Itapirema Inflorescéncia Colletotrichum 9
asianum
| 9-LN IPA - |tapirema Limbo jovem COIlet.OtnChum 10
asianum
1 9-NV IPA - Itapirema Nervura velha Colletotrichum 10
asianum
1 10-P IPA - Itapirema Inflorescéncia Colletotrichum 10
asianum
| 10-H IPA - Itapirema Ramo Collet_otrlchum 10
asianum
[ 10-LV IPA - ltapirema Limbo velho Collet_otrlchum 10
asianum
[11-LV IPA - ltapirema Limbo velho Colleto.trlchum y
fructicola
I 11-NV IPA - ltapirema Nervura velha Colletotrichum 9
asianum
| 12-LN IPA - ltapirema Limbo jovem Collet_otrlchum 10
asianum
S1-LN S3o Jodo Limbo jovem Collet_otrlchum 10
asianum
S1-LV S3o Jodo Limbo velho Collet(_)trlchum 4
boninense
S2-pP S30 Jodo Inflorescéncia Colletotrichum 9
asianum
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Tabela 1Continuacéo.

ISOLADO AREA PARTE DA PLANTA ESPECIE HAPLOTIPO

S2-LV S3o0 Jodo Limbo velho Collet_otrlchum 9
asianum

S2-NV Sé&o Joao Nervura velha Collet_otnchum 9
asianum

S3-LN S3o Joio Limbo jovem Collet_otrlchum 9
asianum

S3-LV S3o Jodo Limbo velho Collet_otrlchum 9
asianum

S3-NV Sé&o Joao Nervura velha CoIIet_otrlchum 9
asianum

S4-NN S3o Joio Nervura jovem Colleto.trlchum 7
fructicola

S4-LV S3o Jodo Limbo velho Collet_otrlchum 9
asianum

S5-LV S3o Jodo Limbo velho Colleto.trlchum y
fructicola

S6-LN S3o Jodo Limbo jovem Collet_otrlchum 9
asianum

S6-NN S&o0 Jodo Nervura jovem Colletotrichum 3

cliviae

S6-LV S3o Jodo Limbo velho Collet_otrlchum 9
asianum

S9-NV S&o Jodo Nervura velha Colletotrichum 9
asianum

S9-LV S3o Jodo Limbo velho Colleto_trlchum 7
fructicola
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Tabela 1Continuacgéo.

ISOLADO AREA PARTE DA PLANTA ESPECIE HAPLOTIPO

S9-NN Sé&o Joao Nervura jovem Coflleto_tnchum 7
ructicola

S10-P Sé&o Jodo Inflorescéncia Colletotrichum o
asianum

S10-LN S&0 Jodo Limbo jovem COII_etotrlchum 5
siamense

S10-NN S3o Jodo Nervura jovem Collet_otrlchum 9
asianum

S11-NV S&o Jo&o Nervura velha Colletotrichum 10
asianum

130 Recife (Pq. de Exposigdes do Cordeiro) Fritagatico) Colletotrichum 10
asianum

P49 Recife (Pq. de Exposicdes do Cordeiro) Fruhdoatico) Cogitigtr:'ucr?]um 10

P46 Recife (Pq. de Exposicdes do Cordeiro) Fruhdoatico) Cogitigtr:'ucr?]um 10

P50 Recife (Pq. de Exposicdes do Cordeiro) Fruhdoatico) Cogitigtr:'ucr?]um 10

P45 Recife (Pg. de Exposi¢bes do Cordeiro) Frutboimatico) Cogestig[rzfrrrllum 10

P43 Recife (Pg. de Exposi¢bes do Cordeiro) Frutdoi®atico) Cogestigtr:'jrrr‘lum 10

P47 Recife (Pg. de Exposi¢bes do Cordeiro) Frutboimatico) Cogestig[rzfrrrllum 10

P53 Recife (Pg. de Exposi¢bes do Cordeiro) Frutboimatico) Cogestig[rzfrrrllum 10
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Tabela 2 Relagdo dos isolados e numero de acesso do Gerdzankequéncias do gene

GPDH utlizadas como referéncia.

NUmero de acesso no GenBank

Espécie Isolado GPDH
C. asianum MFU 090232 FJ 972571
C. asianum MFU 090233 FJ 972576
C. asianum MFU 090234 FJ 972573
C. boninense MAFF 305972 GQ221769
C. cliviae CSSK4 GQ856756
C. cliviae CSSss1 GU085867
C. cliviae CSSS2 GU085868
C. fructicola MFU 090226 FJ 972579
C. fructicola MFU 090227 FJ 972577
C. fructicola MFU 090228 FJ 972578
C. gloeosporioides CBS 953.97 FJ 972582
C. gloeosporioides CORCG4 HMO034806
C. gloeosporioides CORCGS5 HMO034807
C. siamense MFU 090230 FJ 972575
C. siamense MFU 090231 FJ 972574
C. simmondsii BRIP 28519 FJ 972580
C. simmondsii CBS 294.67 FJ 972581

GDPH- gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase

% Ex-types.
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Tabela 3Frequéncia de isolamento (%) @elletotrichumenddfitas em mangueira.

Area
Parte da planta Recife (Area ) Recife (Area Il) Aldeia (Area lll) ltapirema (Area V) S&0 Jodo (Area V)
Ramo 0,28 b 1,14 bcd od 0,29 bcde Oe
Inflorescéncia 0,00 b Oe 0od 1,14 abcd 0,57 bcde
Limbo jovem 0,56 ab 1,43 bc 4,19 abc 2,57 a 1,71 bc
Nervura jovem 0,28 b 0,57 bcde 7,42 a 0,57 abcde ab 2
Limbo velho 1,97 a 4,29 a 5,16 ab 1,43 ab 4,29 a
Nervura velha 0,28 b 1,71 bcd 4,19 abc 1,14 abc 3 licd
Total 3,38 E 9,14 BC 20,97 A 7,14 BCD 10,00 B

Valores coma mesma letra mailscula na linha e rout@asa coluna néo diferem significativamente esitpgelo teste Z (P=0,05).
596
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Tabela 4Relacdo dos dados culturais, morfolégicos e ddénuaia das espécies Gelletotrichum

Comprimento dos Largura dos Taxa de ‘ ~
L Formato do . . . . Area da leséo
Espécies conidio conidios conidios crescmerl\to (mm?)
(Hm) (Hm) (mm.dia™)
C. asanum Cilindrico- 79 14.84+1.79 5.06+ 0.43 6.60+ 1.03 b 334.01+ 115.50 ab
clavado (12.31 - 18.56) (4.33 - 6.33) (4.24 — 10.92) (8.09 — 767.01)
C. diviae Cill'.ndrico- 4 17.01+1.12 5.19+0.18 9.22+ 3.54 a 164.81+ 210.94 abc
fusiforme (15.94 — 18.18) (5.06 — 5.40) (5.64 - 12.82) (5.59 — 468.66)
C. fructicola Cilindrico 3 13.84+ 1.84 5.17+0.44 10.63+ 2.48 a 103.50+ 66.77 ¢
(9.97 — 15.08) (4.52 — 5.69) (6.95 - 13.14) (22.89 — 205.09)
C. Samense Fusiforme 5 14.46+ 1.30 4.73+0.32 9.30+ 3.68 a 362.29+ 220.37 ab
(13.12 - 16.44) (4.43 -5.17) (4.63 — 15.50) (39.22 - 643.43)
Colletotrichum sp. Cilindrico 3 13.00+ 0.39 4.45+ 0.27 9.94+0.75 a 141.30+ 66.83 bc
Grupo IV (12.77 — 13.45) (4.14 - 4.67) (9.10 — 10.55) (86.64 — 215.80)
Colletotrichum sp. Cilindrico 12.67+ 0.23 473+ 0.61 9.93+1.22a 402.70+ 243.41 a
Grupo V (12.41 — 12.86) (4.35 - 5.43) (8.71 — 11.15) (258.37 — 683.74)

Médias* desvio padréao, seguidas com a mesma letra naacoRmdiferem significativamente entre si peloeté8D de Fischer (P = 0,05).

* NUmero de isolados
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99

A4-NN (C)
RS5-NV
R4-H
C. asianum MFU090234
C10-LV
C. asianum MFU090232%
— | A6-LN Grupo I
J AS8-LV
‘I 11-NV

n

19-P
A9-NV

C8-LV
RI2LV |
90, C. gloeosporioides CBS95397
A‘j{ C. gloeosporioides CORCG5*

79 L C. gloeosporioidesCORCG4 *

19|34 NN

C. fructicola MFU090228
Al2-LN

C. fructicola MFU090226*
I11-LV

A2-NN

RI-LN

64 S10-LN

26] | M a2-LN

RI1I-NV

C. siamense MFU090230%
RO-NV

C. siamense MFU090231

o4

99

91

99 |A4LN

—¢C boninense MIAFF305972%

99——SI1LV
C. simmondsiiCBS29467

C. simmondsii BRTP28519

5

RO-NN
F4IRarLv
CE6NV
62| A11-NV
CI-NN

R8-LV
i| Grupo IV

R6-LV
‘{R9-LV

i| Grupo V
Grupo VI

S6-NN
RO-LN
A2-NV (G)

C. cliviaeCSSK4*
C. cliviaeCSSS1
631C. cliviaeCSSS2

] Grupo VII

Grupo IT

Grupo IIT

C. gloeosporioides sensu lato

Figura 1 A historia evolutiva foi inferida usando o métode Maxima Parciménia (MP).

Uma das 246 arvores igualmente parcimoniosas (domapto = 124) € mostrada. O indice de

consisténcia (Cl) é (0,878094) e o indice de réter{Rl) € (0,964200), e, o indice composto

é 0,848496 (0,846615) para os todos os sitios a fmtos os sitios informativos (em

parénteses). A percentagem de arvores na quakosstassociados foram agrupados pelo

teste de bootstrap (1000 repeticdes) € mostradanpwéaos ramos.. A analise envolveu 48

sequéncias de nucleotideos. Todas as posi¢céesoqténcgaps e dados inexistentes foram

eliminados. Houve um total de 75 posi¢cdes no cdajfinal de dados. Analises evolutivas
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610 foram conduzidas no MEGAS (Tamura et al., 20CL)simmondsifoi utilizado como grupo

611 externo (outgroup). Os asteriscos indicam 0s eystip
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612

&

Morfogrupo 7: colbnia
cinza a cinza palido,

» Morfogrupo 1: colbénia
cinza-esverdeado a cinz

Morfogrupo 4: colbnia cinzs
esverdeado escuro, feltros:

152

A

escuro, em tufos, reversc reverso cinza escuro. feltrosa, reverso laranja,
. cinza escuro. EspécieC. siamense massas de esporulagao
g EspécieC. asianum; C. N° isolados: 1 abundantes e esparsas.
siamense — - EspécieC. fructicola
N° isolados: 60; 4 NC isolados: 8
- Morfogrupo 2: colonia T Morfogrupo 5: col6nia - Morfogrupo 8: colonia
branca, cotonosa, cinza, cotonosa, reverso Sépia, feltrosa, reverso
micélio tipicamente [ cinza escuro, massas de cinza escuro ao centro.
s estéril, reverso verde esporulacéo esparsas. EspécieColletotrichum
olivaceo. EspécieC. boninense sp. Grupo IV
- EspécieC. asianum N° isolados: 1 N° isolados: 2
NC isolados: 12
—_— Morfogrupo 3: colbnia Morfogrupo 6: colénia P— Morfogrupo 9: colonia

cinza, cotonosa, reverso
cinza palido a cinza escuro

laranja pélido, cotonosa,
micélio tipicamente
estéril, reverso creme. ao centro
EspécieC. siamense _ EspéciesC. clivae
= NC isolados: 1 e Colletotrichumsp. Grupo V sp. Grupo IV

N° isolados: 4; 3 NC isolados: 1
Figura 2 Quadro das imagens e descricdo dos morfogrupasitdsspara as espécies @elletotrichumendofitas. Colénias com 4 dias de idade,
cultivadas sob luz fluorescente continua e tempexate 25 °C.

preta, feltrosa, reverso
cinza escuro, massas de
esporulacédo abundantes,
EspécieColletotrichum

B
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615 Figura 3 Taxa de isolamento (%) de espécie€déetotrichumendofiticas em manga de acordo com a area (ajedzsplanta (b).
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Conclusoes Gerais



CONCLUSOES GERAIS

A area de coleta e a parte da planta interferemfrequéncia de isolamento de

Coalletotrichum endoéfitas em mangueiras no Estado de Pernambuco;

O gene GPDH foi eficiente para a identificacao eggécie<. asianum, C. boninense, C.

cliviae, C. siamense e C. fructicola como enddfitas em mangueira;

Taxa de crescimento e aspecto da colbnia sdo nwaesadenotipicos consistentes na

identificacdo de isolados d& asianum;

O teste de patogenicidade elucidou que isoladosCdéetotrichum endofiticos de

mangueira comportam-se como patogénicos em fr@osahga;

Os valores de taxa de isolamento evidencidaasianum como a espécie prevalente.
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