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RESUMO

LISBOA, Daniela de Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2015. Caracterizagcdo morfologica e molecular de espécies endofiticas e
patogénicas de Colletotrichum associadas a oiti (Licania tomentos&rientador:
Gleiber Quintado Furtado.

A antracnose € a doenca mais importante do oiti (Licania tomentosa), esta espécie
florestal é utilizada principalmente para arborizacdo de cidades brasileiras.
Entretanto, estudos abrangentes para elucidar a etiologia desta doenca s&o escassos.
O objetivo desse trabalho foi identificar, com base em caracteres morfolégicos e
dados moleculares, as espécies endofiticas e patogénicas de Colletotrichum em oiti.
Amostras de folhas sadias e com sintomas tipicos de antrachose foram coletadas nos
estados de Minas Gerais, Bahia, Espirito Santo, S&o Paulo, Rio de Janeiro, Goias,
Parana, Alagoas e no Distrito Federal. Um total de 32 isolados monospéricos (8
endofiticos e 24 patogénicos) foram obtidos por isolamento indireto (folhas
assintomaticas e sintomaticas) e direto (folhas sintomaticas). O DNA genémico foi
extraido para amplificacdo da regido parcial do gene GAPDH. As sequéncias foram
comparadas no banco de dados Q-Bank Fungi e apdés uma identificacdo preliminar,
um subconjunto de 6 isolados (patogénicos e endofiticos) foram selecionados para
sequenciamento das regifes parciais dos genes ACT, CAL, CHS1, GAPDH, TUB2,
SOD2 e ITS. As sete regides génicas foram concatenadas para analise por Inferéncia
Bayesiana. Apo6s a identificagdo molecular, um isolado representativo de cada
espécie foi selecionado para caracterizacdo morfoldgica (taxa de crescimento da
colénia, forma e tamanho de conidios e apressoérios). Para comprovar a
patogenicidade, plantas de L. tomentosa foram inoculadas com discos de micélio na
superficie adaxial das folhas. A caracterizacdo morfolégica e analise filogenética
confirmaram que todos isolados pertenceram ao complexo C. gloeosporioides, sendo
as espécies C. fructicol@ C. tropicale encontradas apenas endofiticamente,
enquanto Colletotrichum sp. nov. encontrada tanto de forma endofitica quanto
patogénica. De acordo com o teste de patogenicidade, todas as espéciasncausar
doenca em L. tomentosa. Porém Colletotrichum sp. nov. foi significativamente mais
agressiva. Estes resultados sugerem gue a antrachose em oiti no Brasil é causada por

uma nova espécie de Colletotrichum, ainda desconhecida pela comunidade cientifica.
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ABSTRACT

LISBOA, Daniela de Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February,
2015. Morphological and molecular characterization of endophytic and
pathogenic species of Colletotrichum associated with oiti (Licania tomentosa).
Adviser: Gleiber Quintdo Furtado.

Anthracnose is the disease most important of oiti (Licania tomentosa), this forest
species is mainly used for afforestation Brazilian cities. However, comprehensive
studies to elucidate the etiology of this disease are limited. The objective of this
study was to identify, based on morphology and molecular data, endophytic and
pathogenic species of Colletotrichum in oiti. Samples of uninfested leaves and with
the typical anthracnose symptoms were collected from trees in the states of Minas
Gerais, Bahia, Espirito Santo, Sao Paulo, Rio de Janeiro, Goias, Parana, Alagoas and
in Distrito Federal. A total of 32 isolates monosporic (8 endophytic and 25
pathogenic) were obtained by indirect isolation (assymptomatic and symptomatic
leaves) and direct isolation (symptomatic leaveSgnomic DNA was extracted for
amplification of the partial region of GAPDH. The sequences were compared with
the database Q-Bank Fungi and after a preliminary identification, subset of six
isolates (pathogenic and endophyti@sgelected for partial sequencing of regions

of genes ACT, CAL, CHS1, GAPDH, TUB2, SOD2 and ITS. The seven genic
regions were concatenated for analysis by Bayesian Inference. Following the
molecular identification one isolate representativeeathspecie was selected for
morphologic characterization (colony growth, conidial size and appressoria shape).
To prove the pathogenicity, oiti plants were inoculated with mycelial plugs placed on
the adaxial surface of the leaves. The morphological characterization and
phylogenetic analysis confirmed that all isolates belonged to complex C.
gloeosporioides, being the species C. fructicola and C. tropicale found only
endophytically, while Colletotrichum sp. nov. was found as endophytics and as
pathogenics. According to the pathogenicity test, all species caused disease in oiti
However Colletotrichum sp. nov. was significantly most aggressive. These results
suggest that anthracnose on oiti in Brazil is caused by a new species of

Colletotrichum, still unknown to scientific community.
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1. INTRODUCAO

Licania tomentosa (Benth.) Fritsch (Chrysobalanaceg®pularmente
conhecida como oiti, € uma espéeaidorea nativa da Mata Atlantica encontrada
principalmente nos estados da Bahia, Ceara, Pernambuco, Minas Gerais e Espirito
Santo. L. tomentoséutilizada principalmente para recuperacao de areas degradadas,

e sua madeira € usada em construcdo civil e de embarcacdes, mareenaria
arborizacao urbana (Rizzini & Mors, 1995).

Dentre as doencas que afetam L. tomentosa desta@aantracnose. Os
sintomas dessa doenca em mudas e em arvores sdo lesdes visiveis, principalmente,
na superficie adaxial das folhas e nos frutos. As lesfes sdo marrom escuras,
irregularmente circulas isoladas ou interligadas, e a medida que se expandem vao
apresentando porgdes centrais acinzentadas, esbranquicadas ou marrom claras e
bordas marrom escuras. Estas podem apresentar massas de esporos de coloracao
rosada que exsudam dos acérvulos (Ferreira, 1989).

A causa da antracnose em L. tomentosa tem sido atribuida a Colletotrichum
gloeosporioides (Mendes & Urben, 2015). No entanto, a sistemética das espécies
deste género sofreu varias mudancas, e tém sido motivo de discussdes e estudos no
mundo (Sutton, 1992; Cai et al. 200%de et al. 2009; Damm et al. 2012; Weir et
al. 2012). Inicialmente, a identificacdo de espécies de Colletotrichum foi baseada em
gama de hospedeiros e caracteristicas morfoldgicas, tais como dimensdegc forma
dos conidiose apressorios, presenca ou auséncia de setas, taxa de crescimento das
culturas, cor das culturas e presenca ou ndo da fase teleomérfica (Hyde et al. 2009;
Rojas et al. 2010; Weir et al. 2012). No entaesas caracteristicas sdo variaveis
dependendo de diversos fatores, tais como meio de -cultura, temperatura,
luminosidadee outros. Além disso, tais caracteristicas podem ser perdidas por meio
de repicagens sucessivas, tornando a taxonomia ambigua e confusa (Cai et al. 2009;
Weir et al. 2012).

A partir de dados de sequéncias de DNA e analises filogenétinasjde
proposto que C. gloeosporioides € um complexo de espécies, devido a grande
variabilidade genotipica (Lopez, 2001; Lépez & Pereira, 2@tbulivong et al.

2010; Cannon et al. 2012; Weir et al. 2012). Em um estudo feito por Weir et al.

(2012) com o objetivo de esclarecer as relacdes genéticas e taxondémicas de espécies



dentro do complexo C. gloeosporioides, foram aceitas 22 espécies e 2 subclados
(Kahawaee Musae) com base em analise concatenada de oito locus, ITS (regiao
espacadora interna transcrita), ACT (actim@AL (calmodulina),GS (glutamina
sintetase), CHS1 (quitina sintetase 1), TUB2ubulina), GAPDH (gliceraldeido-3-
fosfatodesidrogenages SOD2 fnanganés superoxido dismutase

Atualmente, existem varios relatos de fungos do complexo C. gloeosporioides
causando danos em espécies arboreas no mundo, tais co®yagrus oleracea
(Charchar et al. 2002)Eugenia dysenterica (Anjo& Charchar, 2001), Hevea
brasiliensis (Jayasinghe, 1997Fallophylum brasiliensis (Rosa et al. 2008)
Mangifera indica (Lima et al. 20149 Eucalyptus (Rodrigues et al. 201£m
mangueira, a antracnose é considerada uma das doencas mais importantes, pois
limita sua produtividade (Santos Filho & Matos, 2003), assim como em seringueira
sendo uma das principais causas do declinio da producéo de borracha (Jayasinghe et
al. 1997).No eucalipto, aantracnosafeta o desenvolvimento de plantas em viveiros,
jardins clonai® plantacdes em diferentes estadios fenolégicos (Alfenas et al. 2009).

Além de sua notavel importancia como patégeno de plantas, ha inUmeros
relatos de Colletotrichum spp. como epifitas, saproéfitas e endofiticas (Sutton, 1992;
Prihastuti et al. 2009; Damm et al. 2013). Colletotriclagm s&o consideradas os
endofiticos foliares que possuem maior gama de hospedeiros (Hyde et al. 2009; Lu et
al. 2004; Rojas et al. 2010), podendo permanecer latentes nos estagios iniciais e
posteriormente exercer parasitismo, levando ao desenvolvimento de lesbes (Cannon
et al. 2012). Entretanto, a compreensao de como essas espécies mudam seu habito de
vida de ndo patogénico para patogénico ainda é limitada (Lu et al. 2004; Liu et al.
2007; Hyde et al. 2009; Rojas et al. 2010).

Levando em considerac@mova abordagem proposta para identificacdo das
espécies de Colletotrichum, torna-se importante estudos que visam esclarecer a
etiologia da antracnose em plantas afetadas pela doenca a fim de embasar estratégias
de controle. Neste trabalho caracterizaram-se e identificaram espécies de
Colletotrichum patogénicas e endofiticas associadas a L. tomentosa no Brasil, com

base em caracteristicas morfoldgicas e sequéncias de DNA



2. MATERIAIS E METODOS

2.1Coleta, isolamento e preservacéo dos isolados

As coletas foram realizadas entre os meses de dezembro de 2013 e agosto de
2014. Amostras de folhas com e sem sintomas tipicos de antracnose foramsoletada
de arvores de L. tomentosan Minas Gerais, Bahia, Espirito Santo, S&o Paulo, Rio
de Janeiro, Goias, Parand, Alagoas e no Distrito Hedera

Fungos endofiticos foram obtidos por meio de isolamento indireto a partir de
folhas assintomaticas. Fragmentos de folhas foram desinfestados em etanol 70% por
60 s e hipoclorito de sédio (1%) por 3 min. Apds a desinfestacdo, os fragmentos
foram enxaguados em &gua destilada esterilizada durante 30 s e em seguida
transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura batata-dextrose-agar
(BDA - Acumedi&). Os fungos patogénicos foram obtidos por meidgsdmmento
direto de estruturas do patdégeno em lesdes tipicas de antracnose, as quais foram
transferidas para placas de Petri contendo BDA. Nos casos em que conidios ndo
foram observados em folhas sintomaticas, foi realizado o isolamento indireto,
utilizandoa mesma metodologia para fungos endofiticos.

Apds a obtencdo de culturas puras, discos de micélio foram repicados para
placas de Petri contendo BDA e manti@dz5 °C e sob luz fluorescenge = 380 -
775mm) com fotoperiodo de 12 h. Para obtencdo ditsiras monosporicadpi
preparada uma suspensdo de conidios seguida de diluicdo. Com auxilio de uma
pipeta, 5 pL desta suspenséo diluida foi transferida para placas de Petri contendo 2 %
de agar agua (AA - agar-agua, tipo | Him&li@, com o auxilio de uma alca
esterilizada essa suspensao foi espalhada e as plaghadas a 25 °C durante 6 h.
Posteriormente um Unico esporo germinadfmi transferido, utilizando agulha
esterilizada, para placas contendo BDA. Apés 7 dias, 12 discos de micélio de 2 mm
foram transferidos para microtubos de ik e armazenadoss°C (geladeira).

2.2Extracdo de DNA, PCR e sequenciamento

Isolados monosporicos foram cultivados em meio BDA a 25 °C por 10 dias.
O micélio foi raspado do meio de cultura, com auxilio de palito de dente previamente

esterilizado.e transferidos par&bo de microcentrifuga de 1,5 mL. A extragéo foi



realizada apds o congelamento do micélio com nitrogénio liquido e trituracdo
utilizando um almofariz e um pistilo. Para a extragcdo do DNA total foi utilizado o
Kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega Corporation, WI, EUA), de
acordo com Pinho et al. (2012).

Os seguintes reagentes foram utilizados para as reacoes de PCi: d&,5
Dream Taq TM PCR Master Mix 2X (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania)l1de
cada primer a 1QuM (sensoe antisenso) sintetizados pela Invitrogen (Carlsbad,
U.S.A), 1uL de dimeil sulféxido (DMSO, Sigma - Aldrich, St. Louis, MO, U.S.A)),

5 uL de albumina de soro bovino (BSA, Sigma - Aldrich, St. Louis, MO, U.S.A))
100 x (10 mg/mL), 21L do DNA genbmico (25 ngl) e 25 uL de &gua livre de
nuclease para completar o volume total paral25

Todos os isolados tiveram a regido parcial do gene gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) amplificada e sequenciada, utilizando os primers GDF e
GDR (Templeton et al. 1992). Isolados patogénicos e endofiticos foram selecionados
para amplificacdo e sequenciamento de sete regibes génicas: actina (ACT) primers
ACT-512F e ACT-783R (Carbone & Kohn, 1999), calmodulina (CAL) primers
CAL-228F (Carbone & Kohn, 1999) e CAL2RD (Groenewald et al. 2013), quitina
sintetase 1 (CHS1) primers CHS-79F e CHS-345R (Carbone & Kohn,,1999)
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) primers GDF e GDR (Templeton et
al. 1992),-tubulina (TUB2) primerd'l (O’Donnell & Cigelnik, 1997) e 2A ou 2B
(Glass & Donaldson, 1995), manganés superoxido dismutase (SOD2) primers
SODglo2-F e SODglo2-R (Moriwaki & Tsukiboshi, 2008)a regido espacadora
interna transcrit@ TS) primers ITS-1 e ITS-4 (White et al. 1990).

Os parametros do ciclo de PCR foram os mesmos descritos por Weir et al.
(2012). Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em géis com 2 % de
agarose ¢ corados com GelRed ™ (Biotium Inc., Hayward, CA, EUA) em tampao
TAE 1 x e visualizadas sob luz UV para verificar o tamanho e pureza das
amplificacbes. Os produtos de PCR foram purificados e sequenciados pela Macrogen

Inc., Coréia do Sul (http: // www.Macrogen.com).
2.3 Andlises filogenéticas

As sequéncias de nucleotideos foram editadas com o software DNAbaser.

Todas as sequéncias foram analisadas e o0 arranjo dos nucleotideos em posicoes



ambiguas foram corrigidos por comparacdo das sequéncias senso e anti-senso. Os
isolados foram previamente identificados pela andlise das sequéncias GAPDH por
comparacdo com outros isolados de Colletotrichum do banco de dados Q-Bank
Fungi.

ApoGs aidentificacdo inicial,foi selecionado um isolado representativo de
cada espécie e mais trés isolados da mesma localidade (patogénicos e gndofitico
para realizar as analises filogenéticas multilocus, envolvendo os genes ACT, CAL,
CHS1, GAPDH, TUB2, SOD2 ITS. Sequéncias destas regides de espécies
adicionais foram selecionadas a partir de Weir et al. (2012) e obtidas do GenBank
(Tabela 2). As sequéncias foram alinhadas utilizando o software MUSCLE (Edgar
2004), implementado no programa MEGA 6 (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis) (Tamura et al. 2011).

A andlise de Inferéncia Bayesian8) empregando o método da cadeia de
Markov Monte Carlo (MCMC) foi realizada. MrMODELTEST 2.3 (Posada &
Buckley, 2004) foi utilizado para selecionar o modelo de substituicdo de
nucleotideos para andlise i Os modelos foram estimados separadamente para
cada regido génica. Os valores de verossimilhanca foram calculados e o modelo foi
selecionado de acordo com Akaike Information Criterion (AIC). A analid8 dei
concluida com MrBayes v. 3.1.2 (Rannala & Yang, 1996, Mau et al. 1999, Ronquist
& Huelsenbeck, 2001 As quatro cadeias MCMC foram conduzidas
simultaneamente, iniciando as arvores aleatoriamente até 10.000.000 de geracdes. As
arvores foram amostradas a cada 1.000 geracdes, resultando em 10.000 arvores. As
primeiras 2.500 arvores foram descartadas da analise. Os valores de probabilidade
posterior (Rannala & Yang, 1996) foram determinados da arvore consenso através
das 7.500 arvores remanescentes. A arvore foi visualizada no software FigTree
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) e exportada para programas gréaficos. A
espécie Colletotrichum salsolae ICPM 19051 foi utilizada como grupo externo

(outgroup).

2.4 Caracterizacdo morfologica

Avaliaram-se as dimensfes e o formato dos conidios, formato dos
apressorios, morfologia das col6nias e esporulacéo de cada isolado representativo de

cada espécie identificada por analises filogenéticas.
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Durante 10 dias, os isolados foram cultivados em placas de Petri contendo
BDA, a25 °C com fotoperiodo de 12 h de luz nedra 820 - 400 nm), para induzir
a esporulacdo. Posteriormente, os conidios foram transferidos para laminas de vidro
contendo &cido lactico e cobertos com uma laminula. Trinta conidios por isolado
foram medidogm microscopio de luz@lympus CX31)e as imagens foram obtidas
usando um microscépio de luz (Olympus BX 53) equipado com uma camera digital
(Olympus Q-COLORS5).

Os apressorios foram observadws microculturas. Para isso, uma pequena
porcado de meio de cultura BDA foi transferida para uma lamina de vidro depositada
em uma placa de Petri contendo papel filtro umedecido. Fragmentos miceliais foram
transferidos para a borda do meio de cultura e, enothertos com uma laminula
esterilizadaAs microculturas foram incubadas a 25 éGob luz fluorescenté\(=
380 - 775 nm) com fotoperiodo de 12 h. Apds 14 dias a laminula foi removida e
depositada sobre uma gota de acido latico em uma lamina de vidro. As imagens
foram obtidas usando um microscopio de luz como previamente descrito.

Para observacao das caracteristicas culturais, um disco de micélio de 5 mm de
diametro oriundo de cultura com 5 dias de idade, foi transferido para o centro de uma
placa de Petrtontendo BDA e incubados a 25 &3ob luz fluorescente (A = 380 -

775 nm) com fotoperiodo de 12 h. O diametro das colbnias foi avaliado apés 4 e 7
dias e a coloracado, formato, tipo de micélio e producdo de esporos apds 7 dias.
Foram utilizadas 4 repeticdes para cada isolado, sendo cada repeticdo uma placa de
Petri.

2.5 Testes de patogenicidade

Para avaliar a patogenicidade, um isolado de cada espécie, foi cultivado por
sete dias em BDA, a 25 °€ sob luz fluorescente (A = 380 - 775 mm) com
fotoperiodo de 12 h. Discos de micélio de 4 mm de diametro foram depositados
sobre ferimentos, na superficie adaxial das folhas de oiti. Os ferimentos foram
realizados com uma ferramenta cilindrica de 10 mm de diametro, contendo um
conjunto de agulhas. As plantas foram incubadas por 24 h em camara de nevoeiro a
25 °C e, posteriormente transferidas para camara de crescimento a 25 °C e sob luz

fluorescente (A = 380 - 775 nm) com fotoperiodo de 12 h. Cada isolado foi inoculado



em 10 folhas de cada planta. Na planta utilizada como testemunha, discos de BDA

foram depositados sobre os ferimentos.

3. RESULTADOS

3.1lsolamento de espécies de Colletotrichum patogénicas e endofiticas

Um total de 32 isolados, 8 endofiticos e 24 patogénicos, foram obtidos por
isolamento indireto (folhas assintomaticas e sintomaticas) e isolamento direto (folhas

sintomaticas) (Tabela 1).

3.2 Analises filogenéticas

A analise inicial da sequéncia parcial do gene GAPDH dos 32 isolados
revelou que estes pertencem ao complexo C. gloeosporio@ssisolados
endofiticos C20 e C25 apresentaram um elevado grau de similaridade com
sequéncias das espécies C. fructicola (100%) e C. tropicale (98,46%),
respectivamente. Para os demais isolados n&do foi possivel identifica-los com
seguranca com base apenas nesta regiao gendémica.

Com base na analise inicial, foram selecionados um subconjunto de 6
isolados (C10, C11, C12, C19, C20 e C25), sendo um isolado de cada espécie e mais
trés isolados da mesma localidade (patogénicos e endofiticos), para realizar analises
multilocus utilizando sequéncias parciais dos genes GAPDH (1-231), TUB2 (232-
658), ITS (659-1129), CHS1 (1130-1397), ACT (1398-1628), CAL (1629-2201),
SOD2 (2202-2501)juntamente com sequénciagsdespéciesde Colletotrichum
depositadas no GenBank (Tabela 2). A sequéncia concatenada foi composta de 2501
pb e depois das analises foi gerada a arvore filogenética (Figura 1). Os isolados de
Colletotrichum oriundos de L. tomentosa estdo g@osados em 3 clados bem
suportados com valores superiores a 94 % de probabilidade posterior. O isolado
endofitico C20 agrupou-se no mesmo ramo da espécie C. fructicola e o isolado
endofitico C25 ao mesmo ramo da espécie C. tropicale, ambos dentro do complexo
C. gloeosporioides. Os isolados patogénicos C10, C11 e C19 e o endofitico C12
agruparanse em um clado distinto que ndo pertence a qualquer espécie descrita

indicando ser uma espécie nova dentro do complexo C. gloeosporioides.



3.3 Caracterizacdo morfologica

Os isolados das espécies C. fructicola (C20), C. tropicale (@25)
Colletotrichumsp. nov. (C10, C11, C12 e C19) apresentaram conidios subcilindricos
com extremidades arredondadas, tipicos de C. gloeosporioides sensu lato. Todos 0s
isolados formaram apressérios em microculturas, variando entre os formatos
subglobosos, clavados e fusiformes (Tabela 3).

Em relacdoas caracteristicas culturais, os isolados apresentaram diferencas
principalmente no crescimento e na coloracdo das colonias. Os isolados de C.
fructicola, C. tropicale e Colletotrichum sp. nov. apresentaram ao 7° dia,
respectivamente, 88 mm e coloracdo esbranquicada, 79 mm e coloragéo variando de
branco a acinzentada e 72 mm coloracédo variando de branco a rosada (Figura 1 A, D,
G).

3.4 Taxonomia

Colletotrichum fructicola Prihastuti, L. Cai & K.D. Hyde. (Figura 2 A-C)
Sindnima Colletotrichum ignotum E.I. Rojas, S. A. Rehner & Samuels.

Descricao: Colonias em BDA de colorac&o branca, circulares em torno da margem e
seu didmetro aos 4 dias a 25 °C pode atingir 51 mm e em 7 dias, no maximo 88 mm.
Micélio aéreo branco a cinza palido, denso, sem massas de conidios visiveis.
Esclerddios ausentes. Setas ausentes. Acérvulos ausentes em cultura. Conidios 13-
14,5 x 4,5-5,0 pm, unicelulares, de parede lisa, ndo gutulados, hialinos,
subcilindricos e extremidades arredondadas. Apressérios produzidos em
microculturas, sua maioria formados em micélios, coloracdo variando de marrom a

marrom escuro, com formato clavado e fusiforme.
Fase sexual: Nao produzida em cultura.

Distribuicdo geografica e gama de hospedeiros: Originalmente relatado a partir de

frutos de café na Tailandia (Prihastuti et al. 2009) e como um endofitico em folhas de
varias plantas na América Central (Rojas et al. 2010). Outros hospedeiros Pyrus
pyrifolia no Japao, Limonium em Israel, Malus domesi€aagaria x ananassa nos

EUA, Persea americana na Australia, Ficus na Alemanha, Malus domestica no



Brasil, Dioscorea na Nigéria, e Theobromdetragastris no Panama (Weir et al.
2012).

Material examinado: Brasil, Distrito Federal, Brasilia, endofitico em folhas de

Licania tomentosa, 15 marco 2014, Coll. Firmind_A.

Colletotrichum tropicale E.l. Rojas, S.A. Rehner & Samuels. (Figura ED-

Descricdo: Colonias em BDA de coloracdo variando de branca a cinza claro,
circulares em torno da margem e seu diametro aos 4 dias a 25 °C pode atingir 46
mm, em 7 dias no maximo 79 mm. Micélio aéreo cinza, abundante, com massas de
conidios visiveis ao centro. Esclerddios ausentes. Setas ausentes. Acérvulos ausentes
em cultura. Conidios 15,5-170 3,5-4,5 um, unicelulares, de parede lisa, néao
gutulados, hialinos, subcilindricos e com extremidades inferiores ligeiramente
arredondadas e estreitamento em direcdo ao apice com uma cicatriz evidente.
Apressorios produzidos em microculturas, sua maioria formados em micélios,
coloracao variando de marrom a marrom escuro, com formato subgloboso, clavado e

fusiforme.
Fase sexual: Nao produzida em cultura.

Distribuicdo geografica e gama de hospedeiros: Distribuicdo conhecida no Panama.

Comumente isolado como endofitico de folhas em uma ampla gama de espécies
hospedeiras em florestas tropicais do Panam4, incluindo Theobroma Tradzitha
tuberculata, Viola surinamens<Cordia aliodora, também isolado a partir de fsuto

podres de Annona muricata (Rojas et al. 2010)

Material examinado: Brasil, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, endofitico em folhas de
Licania tomentosa, 19 maio 2014, Coll. PinhdD.

Colletotrichum sp. Nov.(Figura 2 GH

Descricdo: Colénias em BDA de coloracdo variando de branca a rosada, circulares
em torno da margem e seu diametro aos 4 dias a 25 °C pode atingir 43 mm em 7 dias
no maximo 72 mm. Micélio aéreo branco a rosado, denso, sem massas de conidios
visiveis. Esclerddios ausentes. Setas ausentes. Acérvulos ausentes em cultura.
Conidios 10,0-23,& 3,5-6,0 um, unicelulares, de parede lisa, gutulados, hialinos,

cilindricos e extremidades arredondadas. Apressorios produzidos em microculturas,



sua maioria formados em micélios, coloragdo variando de marrom a marrom escuro,

com formato subgloboso e clavado.
Fase sexual: Nao produzida em cultura.

Distribuicdo geografica e gama de hospedeiros: Espécie ainda nédo relatada.

Material examinado: Brasil, Minas Gerais, Vigosa, patogénico em folhas de Licania

tomentosa, 16 dezembro 2013, Coll. khalD. O.; Brasil, Minas Gerais, Piralba,
patogénicos e endofitico em folhas de Licania tomentosa, 24 janeiro 2014, Coll.
Pereira O. L.

3.5 Testes de patogenicidade

Os isolados de C. fructicola, C. tropicaeColletotrichum sp. nov. foram
patogénicos quando inoculados em folhas de Licania tomentosa. Os primeiros
sintomas foram visualizados 7 dias ap0s a inoculacédo. Para todos os isolados, os
sintomas induzidos foram semelhantes, com lesées marrom escuras a negras (Figura
3). A espécie patogénica Colletotrichum sp. nov. foi significativamente mais
agressiva que os isolados das espécies endofiticas (Figura 4). No entanto, ndo houve
diferenca de agressividade entre os demais isolados endofiticos. A partir das lesdes

em folhas inoculadas foi possivel reisolar os fungos inoculados.

4. DISCUSSAO

Os resultados das analises filogenéticas e morfoldgicas sugerem que uma
nova espécie de Colletotrichum, denominada Colletotrichum sp. nov., seja 0 agente
causal da antracnose em L. tomentosa no Brasil. As espécies C. fructicola, C.
tropicalee Colletotrichum sp. nov. foram obtidas pela metodologia de isolamento de
fungos endofiticos em folhas assintomaticas de L. tomentosa, mas somente
Colletotrichum sp. nov. foram isolados de folhas sintomaticas.

Todas as espécies isoladas apresentaram aspectos morfolégicos #picos d
espécies pertencentes ao complexo C. gloeosporioides. No entanto, nao foi possivel
identificar as espécies patogénicas e endofiticas dentro deste complexo com base nas
caracteristicas morfolégicas de conidies apressorios, ou caracteristicas de

crescimento da col6nia. Estudos realizados por Sutton (1992), sem uso de dados
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moleculares, comprovam a inadequagdo das caracteristicas morfoldgicas para a
sistematica de Colletotrichum. Esta avaliacdo foi confirmada por estudos
moleculares recentes, que demonstram que varias espécies identificadas
anteriormente sdo complexos de espécies de Colletotrichum morfologicamente
indistinguiveis (Du et al., 2005, Crouch et al. 2009). No presente estudo, as
caracteristicas culturais das espécies de Colletotrichum foram divergentes. Porém,
segundo Weir et al. (2012), essas caracteristicas podem ser variaveis dentro de uma
mesma espécie, formando setores distintos, com diferencas na producdo de
pigmento, micélio aéreo, acérvulos e conidios. Portanto, caracteristicas morfologicas
e culturais, embora Uteis, ndo sdo suficientes para descrever novas espécies de
Colletotrichum (Crouch et al. 2009, Yang et al. 2009). Uma identificacdo definitiva

s6 é possivel com base em analises filogenéticas de sequéncias multilocos (Rojas et
al. 2010; Weir et al. 2012).

A andlise filogenética multilocos revelou que 100% dos isolados patogénicos
e 75% dos endofiticos pertencem a uma espécie desconhecida dentro do complexo C.
siamense. Este complexo, proposto por Sharma et al. (2014), pertence ao subclado
Musae do complexo C. gloeosporioides (Weir et al. 2012). Esta nova espécie
(Colletotrichum sp. nov.) é morfologicamente similar as demais espécies do
complexo C. siamense, no entanto, somente essas caracteristicas ndo sao suficientes
para diferencia-las. Com base na arvore filogenética, Colletotrichum sp. nov.
apresentou uma maior similaridade com a espécie C. murrayae. Ambas sao
semelhantes na forma e largura dos conidios, p@rémurrayae apresenta conidios
mais curtos (10 - 15 pum) que Colletotrichum sp. nov. (10 - 23 um).

Duas outras espécies endofiticas, C. fructicelaC. tropicale, foram
encontradas em folhas de L. tomentosa, ambas pertencentes ao complexo C.
gloeosporioides, subclado Musae. Apenas um isolado de cada espécie foi obtido pela
técnica de isolamento de endofiticos, sendo necesséarias mais coletas de amostras de
L. tomentosa e/ou aperfeicoamento da metodologia de isolamento de endofiticos para
tentar esclarecer o real papel de C. fructiemld. tropicale na patogenicidade de
plantas de L. tomentosa.

A espécie C. fructicola foi originalmente relatada causando antracnose em
frutos do cafeeiro na Tailandia (Prihastuti et al. 2009). Recentemente, foi relatada

como endofitica em folhas de diversas espécies de plantas na América Central (Rojas

11



et al. 2010) e como um dos agentes causais de antrachose em frutos manga no
nordeste do Brasil (Lima et al 2013).

Colletotrichum tropicale, descrita por Rojas et al. (2010), foi relatada como o
endofitico mais comumente encontrado na floresta do Panam4, ocorrendo em folhas
assintomaticas de uma ampla gama de hospedeiros. No entanto, essa espécie também
foi relatada causando manchas foliares em folhas velhas de Persea americana
podriddo em frutos maduros de Annona muricata. No nordeste do Brasil, C. tropicale
foi relatado causando antracnose em frutos de manga (Lima et al. 2013).

Colletotrichum sp. nov., Unica espécie isolada diretamente de folhas
apresentando sintomas tipicos de antracnose em L. tomentosa, também foi isolada de
forma endofitica, sugerindo que o endofitismo desempenha um papel importante no
seu ciclo de vida. Essa hipotese é corroborada por Delaye et al. (2013), que estudou
as relacbes genéticas entre os endofiticos, biotréficos e patdégenos necrotréficos. Os
autores concluiram que os fungos poderiam alternar entre endofiticos e necrotroficos
durante sua evolucao.

O teste de patogenicidade mostrou que as 3 espécies, Colletotrichum sp. nov.,
C. fructicolae C. tropicale, foram patogénicas a L. tomentosa. Segundo Cannon et
al. (2012), estes fungos endofiticos permanecem latentes nos tecidos do hospedeiro e
guando em condicbes adequadas exercem o parasitismo, ocasionando o surgimento

de lesbes.

5. CONCLUSOES

- Os resultados do presente trabalho demonstram que todas as espécies de
Colletotrichum encontradas em L. tomentosa pertencem ao complexo C.
gloeosporioides;

- Colletotrichum fructicolae C. tropicale foram encontraslapenas de forma
endofitica em L. tomentosa;

- Colletotrichum sp. nov. foi encontrada tanto de forma endofitica quanto
patogénica, e sera proposta, segundo o Cdédigo internacional de nomenclatura para

algas, fungos e plantas, como uma nova espécie de Colletotrichum.
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7. TABELAS E FIGURAS

TABELA 1. Relacdo dos isolados de Colletotrichum, endofiticos e patogénicos,
oriundos de folhas de Licania tomentosa.

ISOLADO ORIGEM COLETOR DATA DE COLETA
C1 (Patogénico) Araguari -MG Rodrigues F. A. 10/04/2014
C2 (Patogénico) Araguari -MG Rodrigues F. A. 10/04/2014
C3 (Patogénico) Governador ValadaresMG Pinho D. B. 26/07/2014
C4 (Endofitico) Ipatinga -MG Pinho D. B. 17/06/2014
C5 (Patogénico) ltutinga -MG Pereira O. L. 03/02/2014
C6 (Patogénico) ltutinga -MG Pereira O. L. 03/02/2014
C7 (Endofitico) ltutinga -MG Pereira O. L. 03/02/2014
C8 (Patogénico) Paula CandidoMG Lisboa D. O. 13/01/2014
C9 (Patogénico) ParaopebaMG Pereira OL. 05/02/2014

C10 (Patogénico; Pirauba MG Pereira O. L. 24/01/2014
C11 (Patogénico; Piradba MG Pereira O. L. 24/01/2014
C12 (Endofitico) Pirauba MG Pereira O. L. 24/01/2014
C13 (Patogénico; Rubelita -MG Pereira O. L. 17/06/2014
C14 (Patogénico,  Sé&o Jodo del ReiMG Pereira O. L. 03/02/2014
C15 (Endofitico) Séo Joao del ReiMG Pereira O. L. 03/02/2014
C16 (Patogénico; Vicosa -MG Lisboa D. O. 22/01/2014
C17 (Endofitico) Vigosa - MG Lisboa D. O. 22/01/2014
C18(Patogénico) Vicosa - MG Lisboa D. O. 11/12/2013
C19 (Patogénico; Vigosa - MG Lisboa D. O. 16/12/2013
C20 (Endofitico) Brasilia -DF Firmino A. L. 15/03/2014
C21 (Patogénico, Campos dos GoytacaseRJ3 Pinho D. B. 11/02/2014
C22 (Patogénico, Frade RJ Pinho D. B. 26/03/2014
C23 (Patogénico; Frade RJ Pinho D. B. 26/03/2014
C24 (Patogénico; Itaperuna RJ Pinho D. B. 11/02/2014
C25 (Endofitico) Rio de JaneiroRJ Pinho D. B. 19/05/2014
C26 (Patogénico; Feira de SantanaBA Gomes A. 09/02/2D14
C27 (Patogénico; Mrilandia -ES Salcedo S. 25/05/2014
C28 (Patogénico; Maceio -AL Sobrinho R. R. 15/07/2014
C29 (Patogénico; Lndrina -PR Pinho D. B. 19/08/2014
C30 (Endofitico) Taubaté SP Pinho D. B. 05/03/2014
C31 (Patogénico; Ubatuba SP Pinho D. B. 05/03/2014
C32 (Patogénico; Morrinhos -GO Caires N. P. 02/01/2014
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TABELA 2. Numeros de acesso do GenBank de sequéncias de DNA de Colletotrichum utilizados na analise filogenética.

Espécies isolados Hospedeiros Numero de acesso no Genbank
ITS GAPDH CAL ACT CH-1 GS SOD2 TUB2

C. aenigma ICMP 18608* Persea americana JX010244 JX010044 JX009683 JX009443 JX009774 JX010078 JX010311 JX010389

C. aenigma ICMP 18686 Pyrus pyrifolia JX010243 JX009913 JX009684 JX009519 JX009789 JX010079 JX010312 JX010390

C. aeschynomenes ICMP 17673*  Aeschynomene virginica JX010176 JX009930 JX009721 JX009483 JX009799 JX010081 JX010314 JX010392

C. alienum ICMP 12071* Malus domestica JX010251 JX010028 JX009654 JX009572 JX009882 JX010101 JX010333 JX010411

C. alienum ICMP 18691 Persea americana JX010217 JX010018 JX009664 JX009580 JX009754 JX010074 JX010307 JX010385

C. dianesei CMM4083* Mangifera indica KC329779 KC517194 KC517209 KC517298 KJ155469 - - KC517254
C. endomangiferae CMM3814* Mangifera indica KC702994 KC702955 KC992372 KC702922 KC598113 - - KM404170
C. endomangiferae CMM3740 Mangifera indica KC702978 KC702954 KC992371 KC702921 KC598098 - - KM404169

C. fructicola ICMP 18581* Coffea arabica JX010165 JX010033 FJ917508 FJ907£46 JX009866 JX010095 JX010327 JX010405

C. fructicola ICMP17921 Ficus edulis JX010181 JX009923 JX009671 JX009495 JX009839 JX010090 JX010322 JX010400

C. hymenocallidis CSSN 2 Hymenocallis americane GQ485600 GQ856757 GQ849463 GQ856775 GQ856730 - - GQ849438
C. hymenocallidis CSSN 3 Hymenocallis americane GQ485601 GQ856759 GQ849451 GQ856776 GQ856729 - - GQ849439
C. jasmini-sambac ICMP 19118* Jasminum sambac HM131511 HM131497 JX009713 HM131507 JX009895 - - JX010415

C. murrayae GZAAS5.09538 Murraya sp. JQ24633 JQ247608 JQ247597 JQ247656 - JQ24762C - JQ247645

C. murrayae GZAAS5.09506* Murraya sp. JQ247632 JQ247609 JQ247596 JQ247657 - JQ247621 - JQ247644

C. musae ICMP 19119 Musa sp. JX010146 JX010050 JX009742 JX009433 JX009896 JX010103 JX010335 HQ596280
C. musae ICMP 17817 Musa sapientum JX010142 JX010015 JX009689 JX009432 JX009815 JX010084 JX010317 JX010395
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TABELA 2. Continuacao

Hospedeiros

Numero de acesso no Genbank

ITS GAPDH

CAL ACT CH-1 GS SOD2 TUB2

Espécies isolados

C. nupharicola CMP 17938

C. nupharicola ICMP 18187

C. queenslandicum ICMP 17921

C. queenslandicum ICMP 1778*

C. salsolae ICMP 1903.*

C. siamense ICMP 18578*

C. siamense ICMP 18642

C. tropicale ICMP 18653

C. tropicale ICMP 18672

C. viniferum GZAAS 5.08601*
C. viniferum GZAAS 5.08608
C. communis GSo01

C. communis GS06

Nuphar lutea subsp. Polysepal: JX010189 JX009936
Nuphar lutea subsp. Polysepal: JX010187 JX009972

Carica papaya

Carica papaya

Salsola tragus

Coffea arabica
Hymenocallis americana
Theobroma cacao

Litchi chinensis

Vitis vinifera

Vitis vinifera

Citrus sp. (Laranja)

Citrus sp. (Laranja)

JX010185 JX010036
JX010276 JX009934
JX010242 JX009916
JX010171 JX009924
JX010278 JX010019
JX010264 JX010007
JX010275 JX010020
JN412804 JN412798
JN412802 JN412800
JN248668 KC790736
JN248673 KC790739

JX009661 JX009486 JX009834 JX010087 JX010319 JX010397
JX009663 JX009437 JX009835 JX010088 JX010320 JX010398
JX009694 JX009490 JX009890 JX010102 - JX010412
JX009691 JX009447 JX009899 JX010104 JX010336 JX010414
JX009696 JX009562 JX009863 JX010093 JX010325 JX010403
FJ917505 FJ907423 JX009865 JX010094 JX010326 JX010404
JX009709 GQ856775 GQ856730 JX010100 JX010332 JX010410
JX009719 JX009489 JX009870 JX010097 JX010329 JX010407
JX009722 JX009480 JX009826 JX010086 JX010318 JX010396
JQ309639 JN412795 - JN412787 - JN412813
JN412782 JN412793 - JN412784 - JN412811
KF451955 KC790622 KF451990 - - KC790869
KF451956 KC790625 KF451991 - - KC790872

*Culturas Ex-tipo.
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TABELA 3. Caracteristicas morfologicas das espécigsdietotrichum.

Espécies Conidios Apressorios
Comprimentos Largura (um) Forma Forma
(Lm)
C. fructicola 13,0- 14,5 4,5-5,0 Subcilindricos Clavados/ fusiformes

Colletotrichum sp. nov. 10,0- 23,0 3,5-6,0 Subcilindricos Subglobosos/ clavados

Subglobosos/ clavados/

C. tropicale 15,5-7,0 3,5-4,5 Subcilindricos X
fusiformes
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— ICPM18117 C. siamense

og— CSSN2
CSSN3

C. hymenocallidis

A ICMP17673 C. aeschynomenes

C19 *
1 C10 %
Ciz2 m
c11 *

Colletotrichum sp. nov.

o ——C25 '
0,94 ICMP 18653 C. tropicale
—— ICMP18672

— ICMP19119
L ICMP17817
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CMP17938 C. nupharicola

1 ICMP12071

ICMP18691 C. alienum

ICMP19051 C. salsolae

Figura 1. Arvore filogenética multilocus inferida a partir da anélise Bayesiana com
base nas sequéncias combinadas dos genes ACT, CAL, CHS1, GAPDH, TUB2, SOD2
e ITS. Probabilidade posterior sdo indicadas acima dos nds. A arvore foi enraizada com
Colletotrichum salsolae ICPM19051. As espécies deste estudo estdo destacadas de
vermelho.
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Figura 2. A, B, C - Colletotrichum fructicola, A - crescimento micelial em BDA aos 7
dias,B - apressorios, C - conidios; D, E, F - Colletotrichum tropicale, D - crescimento
micelial em BDA aos 7 dias, E - apressories,conidios; G, H, | - Colletotrichum sp.
nov., G - crescimento micelial em BDA aos 7 dias, H - apressorios, | - conidios. Escala
=20um.
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Figura 3. Resultados do teste de patogenicidade. A -
Testemunha; B - sintomas causados por Colletotrichum sp.
nov (C10); C - sintomas causados por Colletotrichum
fructicola (C20); D - sintomas causados por

Colletotrichum tropicale (C25).
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Figura 4. Dimensdo média das les6es (cm) na superficie abaxial das

folhnas de L. tomentosa aos 10 dias ap0s a inoculacdo com discos de
micélio de Colletotrichum spp.. As barras em cada coluna representam o
erro padrdo da média. Colunas com a mesma letra nao diferem entre si,
pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5% de probabilidade.
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