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CARACTERIZACAO MORFOCULTURAL E MOLECULAR DE ISOLADOS DE
COLLETOTRICHUM spp. PROVENIENTES DE DIFERENTES FRUTAS
TROPICAIS

RESUMO - A producdo média de fruta por ano no mundo é aproximadamente de
800 milhdes de toneladas. O Brasil € o terceiro colocado no ranking das principais
nacdes produtoras, estando atras apenas da China e da India, respectivamente.
Desta forma, verifica-se que o Brasil possui um grande potencial a ser explorado no
contexto das exportacdes. Para isso, no entanto, hd necessidade de investimentos
visando minimizar os danos pré e pds-colheita, que representam um fator limitante,
tanto na producdo, como nas exportacdes. Entre os danos pds-colheita incluem-se
os de natureza fangica, com destaque ao complexo antracnose, causada por fungos
do género Colletotrichum. O presente trabalho teve como objetivo identificar
taxonomicamente as espécies de Colletotrichum associadas a frutos de abacate,
banana, goiaba e manga, bem como estabelecer relacdes filogenéticas entre as
espécies identificadas. Duzentos isolados de Colletotrichum spp. de frutos de
abacateiro, bananeira, goiabeira e mangueiras com sintomas de antracnose foram
submetidos a analises morfocultural, molecular e teste de patogenicidade cruzada.
Embora mediante analises morfoculturais tenham identificado diversidade entre os
isolados de Colletotrichum avaliados, essas foram insuficientes para distinguir
espécies do género. Os isolados de Colletotrichum spp. encontrados em lesdes de
antracnose em frutos de abacate, banana, goiaba e manga ndo apresentaram
especificidade fisioldgica. Colletotrichum musae e C. siamense estdo associadas aos
sintomas de antracnose em abacate no Brasil. O agente causal da antracnose em
banana néo é constituido por um uUnico grupo monofilético, C. musae, contando-se
com espécies adiconais de patdgenos. Além de C. acutatum e C. gloeosporioides, C.
siamense e C. musae sao também patdgenos responsaveis por sintomas de
antracnose em frutos de goiaba. A antracnose em frutas de mangueira, no estado de

Séo Paulo, esta associada as espécies C. asianum e C. dianesii.

Palavras-chave: Colletotrichum spp., Mangifera indica, Musa spp., Persea americana,

Psidium guajava
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MORPHOCULTURAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF
COLLETOTRICHUM spp. ISOLATES FROM OF VARIOUS TROPICAL FRUITS

ABSTRACT — The average production of fruit per year worldwide is about 800 million
tons. The Brazil is third in ranking of the major producing nations. It is behind only to
China and India, respectively. It acertain that Brazil has great potential to be explored
in the context of exports. Among the post-harvest damage includes up the fungal
nature, highlighting the complex anthracnose, caused by fungi of the genus
Colletotrichum and present in all the producing countries of fruit. Among the post-
harvest damage includes up the fungal nature, highlighting the complex anthracnose,
caused by fungi of the genus Colletotrichum and present in all the producing
countries of fruit. This study aimed to identify the taxonomic species of Colletotrichum
associated with avocado fruit, banana, guava and mango, as well as to establish
phylogenetic relationships among the species identified. Two hundred isolates of
Colletotrichum spp. fruit avocado, banana, guava and mango trees, underwent
Morphocultural analysis, molecular and pathogenicity. According to the results,
cultural and morphological characterization still enabling the detection of phenotypic
diversity among isolates, do not provide reliable results for identification of species of
Colletotrichum evaluated. The Colletotrichum spp. found in avocado fruit, banana,
guava and mango showed no physiological specificity. C. musae and C. siamense
are associated with anthracnose symptoms on avocado in Brazil. The causal agent of
anthracnose in banana is not composed of a single monophyletic group of C. musae,
suggesting the existence of more than one species as a pathogen of this crop. In
addition to C. acutatum and C. gloeosporioides, C. siamanese and C. musae are also
pathogen responsible for anthracnose symptoms in fruits of guava. The anthracnose
in hose fruits in the state of Sdo Paulo, is associated with the species C. asianum

and C. dianesii.

Keywords: Colletotrichum spp., Mangifera indica, Musa spp., Persea americana, Psidium

guajava



CAPITULO 1 - Considerac0es gerais

1.1. INTRODUCAO

A producdo mundial média de fruto por ano € aproximadamente de 800
milhdes de toneladas. O Brasil € o terceiro colocado no ranking das principais
nagdes produtoras, estando atras apenas da China, em primeiro lugar, e da india,
(ANUARIO BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 2015). Para o Brasil, o valor da safra
anual dos principais frutos, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), foi de R$ 23 bilh6es em 2013. Em 2014, nos negdécios com 0 exterior, 0
setor fruticola obteve US$ 3,2 bilhdes, o que representa 3,3% da balanca comercial
do agronegocio (ANUARIO BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 2015).

O Brasil possui um grande potencial a ser explorado no contexto das
exportacbes. Para isso, no entanto, ha necessidade de investimentos visando
minimizar os danos pré e pos-colheita, que representam um fator limitante, tanto na
producdo, como nas exportacdes. Entre os danos poés-colheita incluem-se os de
natureza flungica, com destagque ao complexo antracnose, causada por fungos do
género Colletotrichum, e presente em todos os paises produtores de frutas (PEGG
et al., 2002; AVILA-QUEZADA et al, 2007).

A ocorréncia de duas ou mais espécies de Colletotrichum parasitando um
mesmo hospedeiro pode resultar em dificuldades de controle visto as diferencas de
comportamento dos mesmos, especialmente quanto as necessidades ambientais
minimas capazes de criar condicdes favoraveis ao desenvolvimento das infeccdes e
consequente expressdo de sintomas. Como exemplo, para o caso de pimentao, o
complexo antracnose resulta de infec¢des originarias de C. acutatum, C. boninense,
C. capsici, C. coccodes e C. gloeosporioides, as quais apresentam sensibilidade
diferenciada aos fungicidas azoxistrobina, carbendazim, tiabendazol e tebuconazol
(TOZZE JUNIOR, 2007).

Diferenciacédo entre espécies de Colletotrichum baseadas no hospedeiro de
origem, ou na sua gama de hospedeiros, ndo € um critério confiavel para fungos
deste género, ja que podem infectar uma ampla faixa de hospedeiros, e as vezes
sem apresentar um comportamento fisiologico Unico e especifico. Devido a essa

complexa situacdo, a combinacdo espécie, hospedeiro envolvido e expressdo dos



sintomas mostra-se insuficiente para a definicdo taxondmica do agente causal, e, por
conseguinte a etiologia geral da doenca. Devido tal aspecto, investigadores buscam
por meio de ferramentas de pesquisa, caracterizar e identificar isolados de
Colletotrichum, visando uma melhor compreensdo dos patossistemas, com
consequente melhorias na definicdo de estratégias de controle (AFANADOR-
KAFURI et al., 2003; TOZZE JUNIOR, 2007).

Estudos envolvendo a andlise de sequéncias de duas ou mais regides do
DNA sdo necessérias para identificar as espécies de Colletotrichum associadas a
diferentes tipos de sintomas e hospedeiros, independente da interacdo patdégeno-
hospedeiro e a variabilidade intra e interespecifica das espécies associadas.

O presente trabalho teve como objetivo identificar taxonomicamente os
isolados de Colletotrichum associados aos frutos de abacateiro, bananeira, goiabeira
e mangueira, bem como estabelecer relacdes filogenéticas entre as espécies

identificadas.

1.2. REVISAO DE LITERATURA

1.2.1. Aspectos gerais da antracnose

O agente causal da antracnose corresponde ao fungo filamentoso do género
Colletotrichum, sendo considerado um dos principais fitopatégenos em todo mundo.
Fungos desse género causam significativas perdas econdmicas em culturas de
regibes temperadas, subtropicais e tropicais no mundo. Em frutiferas tropicais é
considerada a mais importante doenca de pos-colheita, causando prejuizos que
variam em funcg&o do grau de suscetibilidade da planta hospedeira e das condi¢des
ambientais, sendo temperaturas amenas e alta umidade, os fatores mais favoraveis
ao patogeno. Cereais, legumes, plantas ornamentais e frutos podem ser seriamente
afetados pelo patdogeno. As maiores perdas por Colletotrichum se dao nos frutos, em
pré e em pos-colheita (JUNQUEIRA et al., 2001; JUNQUEIRA et al.,, 2002;
PICCININ; PASCHOLATI; DI PIERO, 2005, SERRA et al., 2011).

Fungos do género Colletotrichum sobrevivem no proprio hospedeiro, e
também em restos culturais. Como os propagulos desse fungo séo disseminados por

respingos de &gua, a acdo do patégeno € favorecida por alta umidade,



principalmente chuvas abundantes. Temperatura média proxima de 23 a 27°C
favorece a producéo dos esporos. Chuvas menos intensas, ou a existéncia de um
continuo filme de agua, favorecem o progresso da doenca numa mesma planta ja
infectada, enquanto que gotas de agua acompanhadas de ventos tendem a
transportar o fungo para outras plantas. Em algumas situagfes, temperaturas mais
baixas podem contribuir para a permanénciade do filme de &4gua por um periodo
mais longo, o0 que, na maioria das vezes, contribui para maiores niveis de incidéncia
e severidade dos sintomas.

O ciclo de infeccao € constituido desde o primeiro contato entre o patégeno e
o hospedeiro, até a morte dos tecidos (Figura 01). A antracnose € uma doenca
policiclica, ou seja, que se caracteriza por repetidos ciclos de infec¢cdes durante o
cultivo. As fases que compdem cada ciclo da antracnose geralmente compreendem:
deposicdo do conidio na superficie da planta, adesdo do conidio, germinag¢do do
conidio, elongacdo do tubo germinativo, formagcdo do apressério, desenvolvimento
do peg de penetracdo, penetracdo nas células epidérmicas, crescimento do
patdgeno, colonizacdo do tecido vegetal e producdo de acérvulos, que dao origem
aos conidios (JEFFRIES et al., 1990; PERFECT et al., 1999; PRUSKY; FREEMAN;
DICKMAN, 2000; PEGG et al., 2002; MORAES, 2009).

Em geral, os sintomas da doenca séo caracterizados por manchas necréticas,
gueima e queda de flores, podriddo e queda de frutos, cancro e secamento de
ramos, tombamento de plantas jovens, etc. As manchas sao necréticas, de
coloragéo escura, com bordos definidos e formato irregular nas folhas. Nos ramos,
as manchas sao escuras, as vezes deprimidas, podendo causar seca dos ramos e
dos ponteiros. Nas flores ocorre secamento ou a sua abscisdo. Frutos jovens
infectados caem prematuramente. Os sintomas nos frutos variam de acordo com a
espécie, mas, de maneira geral, iniciam-se por pequenas pontuacdes de coloracao
marrom a preta, com formato circular, onde frequentemente sao observados circulos
concéntricos, com massas alaranjadas que contém os esporos do fungo. As lesdes
evoluem e atingem parte do fruto ou necrosando-o completamente. As necroses
ultrapassam a casca e alcancam a polpa do fruto. Uma vez dentro do fruto, o fungo

causa um escurecimento da polpa. E muito comum a ocorréncia de frutos com



podriddo no pedunculo, a qual tem inicio nas infec¢Bes ocorridas nas flores ou em

pés-colheita, no ponto de cicatrizagéo.

7 ' \ -
/’C[ - ‘," ‘ o R.a--- » 1
\/ | \ 4 JR— (.-"‘Q: Iyl" > Y
¥ y ! i 1 |
.»>_ ) \] S LA - Lt . 5
Pad v 4 i‘ \ ! R Germinagdo CELEE D
= Fruto Folha & ramo  Bulbo do conidic ¢ Inicio da infecgdo
v folha penetracBo no tecido
A 'Ascosporo ® no tecido
a \
¥
Asca \
\ N
\ )
> Setas escuras
P tecido
s, P Acérvulos de Y
Cofletotrichum N
<« S S, AR
N y : > Vi - \
RS W o = k TN T Acervulos com massa resoada
Peritécio > X ! \ \F"‘TM\' | ou R de conidios na dres infectada

. S -73""'""-'13":;"- Acervulos de
1 3 LY ’ “’7 Gloeosporium

\ >
;7 S .

A -~ Micélio
% (4‘1 Y Semente SINTOMAS DE ANTRACNOSE EM VARIAS ESPECIES

podniddo do fruto

Cancro

Sobrevivéncia do fungo durante o
invernc, sob forma de micélio,
peritécio restos culturais ou cancros

Acervules circulares
imerses na area afetada

‘ ! )
@ |4 ® " o
: | =
X . >} ( ) 4 y '
— - & , -
Tombamento ::df:_ﬁc’ lt-:rﬁet: e !;;'.ﬁes Vagen z’e‘:;:e nas g?:::o :':1“::;1%5 Antracnose em trigo
semente

Figura 1 - Ciclo geral das doencas causadas por Colletotrichum spp, em diversos
hospedeiros. Adaptado de Agrios (2005).

Sutton (1992) menciona a habilidade de Colletotrichum em causar infeccéo
latente ou quiescente. O micélio pode permanecer viavel por longo periodo de tempo
em frutos assintomaticos, em sementes infectadas, e em restos culturais, a partir do
qual pode iniciar um processo infeccioso quando das condicbes de ambiente
mostrarem-se favoraveis para o seu desenvolvimento.

A ocorréncia de duas ou mais espécies de Colletotrichum parasitando um
mesmo hospedeiro pode dificultar o controle da antracnose. Fato dessa natureza ja
foi verificado para o caso do pimentdo, no Brasil, jA que as espécies presentes, C.



acutatum, C. boninense, C. capsici, C. coccodes e C. gloeosporioides, apresentam
sensibilidade diferenciada aos fungicidas azoxistrobina, carbendazim, tiabendazol e
tebuconazol (TOZZE JUNIOR, 2007).

Outro fator que pode dificultar o controle da antracnose redunda da auséncia
de especificidade ao hospedeiro, de forma que muitas espécies de plantas, incluindo
vérias frutiferas tropicais, podem atuar como fontes de in6culo (FREEMAN; KATAN;
SHABI, 1998; PERES et al. 2002). Este risco € ainda maior no caso da associacao
de culturas, sistema em que ha utilizacdo simultanea do solo com duas ou mais
culturas, como ja praticado para o0 abacateiro, que pode ser associado a
maracujazeiros e outras frutiferas (KOLLER, 2002).

A falta de especificidade patogénica em fungos do género Colletotrichum foi
demonstrada em véarios trabalhos por meio de inoculacdes artificiais (ALAHAKOON,;
BROWN; SREENIVASAPRASAD, 1994; BERNSTEIN et al., 1995; PERES et al.,
2002, SANDERS; KORSTEN, 2003b). Porém, existe a necessidade de estudos para
confirmar quais espécies de plantas efetivamente s&do hospedeiras dos fungos
causadores da antracnose em frutiferas tropicais, pois alguns trabalhos indicam a
existéncia de especializacdo patogénica dentro de algumas espécies de
Colletotrichum. Em Israel, por exemplo, embora o cultivo de abacateiros seja
realizado proximo as culturas de amendoeiras e morangueiros, em regiées com a
presenca de espécies de Colletotrichum patogénicas aos trés hospedeiros, a
ocorréncia natural de infeccdo cruzada ndo tem sido observada (FREEMAN;
KATAN, 1997; FREEMAN; KATAN; SHABI, 1998).

Diante do exposto, torna-se imprescindivel conhecer o0s aspectos
relacionados as espécies existentes, variabilidade da populagdo do patégeno e o
nivel de especificidade do patégeno ao hospedeiro. Essas informacdes sao
fundamentais para o desenvolvimento ou recomendacéo de medidas adequadas de

manejo da doenca, seja ela baseada em métodos culturais, genéticos ou quimicos.

1.2.2. O género Colletotrichum
O género Colletotrichum, descrito por Corda em 1837, compreende varias

espécies fitopatogénicas, responsaveis pela doenca denominada antracnose. As



espécies deste género caracterizam-se por apresentar conidios hialinos, curvos ou
fusiformes, produzidos em um acérvulo setoso.

O numero de espécies desde o trabalho de Arx aumentou lentamente, a
medida que os estudos sobre morfologia, caracteristicas culturais e patogenicidade
foram aprofundados (CANNON; BRIDGE; MONTE, 2000). Na revisédo do género,
realizada por Sutton (1980), 22 espécies foram propostas, passando para 39
espécies na atualizacdo realizada pelo mesmo autor, em 1992.

Colletotrichum apresenta colbénia de coloracdo muito variada, com presenca
de esclerédios em algumas espécies (SUTTON, 1992). As células conidiogénicas do
género geralmente sdo agregadas em conidiomatas (acérvulos), mas também
podem ser formadas em ramificacfes laterais do micélio (MENEZES, 2002).

Os acérvulos podem variar muito de forma e tamanho dentro de uma mesma
espécie, e frequentemente sobre uma mesma planta suscetivel. Sdo rasos, com
formato de crosta, lentilha ou puastula, e alcangam um didmetro de 40 pm a 1 mm,
instalam-se na epiderme do tecido do hospedeiro, e menos frequentemente, sob a
epiderme. No material vegetal, observa-se com frequéncia a presenca de setas.

A formacdo de setas no acérvulo é variavel e controlada por fatores
ambientais. Portanto, a sua presenca ou auséncia nao deve ser utilizada como um
carater de valor taxon6mico para separacdo de taxa. As setas e células
conidiogénicas parecem ser homologas e, em determinadas condi¢cdes do ambiente,
as setas podem produzir conidios na extremidade (MENEZES, 2002).

As espécies mais comumente associadas a antracnose em frutiferas sao C.
gloeosporioides e C. acutatum, ambas amplamente disseminadas em todo o mundo,
e possuem uma extensa gama de hospedeiros. O fungo C. gloeosporioides ja foi
relatado em mais de 470 géneros de hospedeiros (SUTTON, 1980; DODD;
ESTRADA; JEGER, 1992; CANNON; BUDDIE; BRIDGE, 2008). Por sua vez, C.
acutatum foi relatado em mais de 34 géneros de plantas, de 22 familias (WALKER;
NIKANDROW:; MILLAR, 1991). Estas duas espécies, como Sutton (1992) descreve,
apresentam caracteristicas morfoldgicas e culturais distintas, que tém sido util para a
identificacdo das mesmas.

Ao longo dos anos, as dificuldades apontadas na identificacdo de espécies de

Colletotrichum, baseadas somente em caracteristicas morfoculturais, abriram espaco



para que técnicas mais sensiveis, como as moleculares, pudessem amparar 0s
métodos classicos de taxonomia, gerando uma nova abordagem para este género.

Peres et al.,, (2002) analisaram a variabilidade patogénica, caracteristicas
morfoldgicas, culturais e moleculares de isolados de Colletotrichum spp. que
infectam frutos, causando podriddo em pdés-colheita. Isolados de morango e goiaba,
em meio de culturaapresentaram crescimento lento, coldnia alaranjada e alta
frequéncia de conidios do tipo fusiforme, enquanto que isolados de abacate, mamaéo,
manga e maracuja apresentaram crescimento mais rapido, coldnias cinza e alta
frequéncia de conidios obclavados. Essas constatacdes associadas as analises
moleculares permitiram a deteccéo de duas espécies de Colletotrichum associadas a
antracnose de frutos em pds-colheita. Os isolados de morango e goiaba foram
identificados como C. acutatum, enquanto que os demais foram identificados como
C. gloeosporioides. O isolado de goiaba, que foi identificado como C. acutatum,
nunca havia sido relatado causando sintomas de antracnose em frutos ospedeiro,
constituindo-se na primeira constatacao no Brasil.

Hyde et al.,, (2009) forneceram uma visdo geral de 66 espécies de
Colletotrichum gque estdo em uso corrente, descrevendo-as com base na morfologia,
complementado por uma abordagem filogenética multilocus.

Em 2012, Cannon et al. relataram mais 41 espécies introduzidas no género
Colletotrichum, elevando o nimero para mais de 100 espécies. Neste mesmo ano,
Weir et al. descreveram 22 espécies dentro do ‘Complexo C. gloeosporioides”. C.
asianum, C. cordylinicola, C. fructicola, C. gloeosporioides, C. horii, C.kahawae
subsp. kahawae, C. musae, C. nupharicola, C. psidii, C. siamense, C. theobromicola,
C. tropicale, and C. xanthorrhoeae, C. aenigma, C. aeschynomenes, C. alatae, C.
alienum, C. aotearoa, C. clidemiae, C. kahawae subsp. ciggaro, C. salsolae, e C. ti.
Ainda em 2012, esse autor caracterizou as espécies do ‘Complexo C. acutatum’ e
‘Complexo C. boninense’.

Lima et al., (2013) em um estudo filogenético realizado com isolados obtidos
de pomares do Nordeste brasileiro relataram a existéncia de quatro espécies
previamente descritas, C. asianum, C. fructicola, C. tropicale e C. karstii, e uma nova

espécie, C. dianesii, associadas a antracnhose em frutos de mangueira. Tozze Junior



(2015) relatou, em seu trabalho, que a espécie C. boninense esta associada a
sintomas de antracnose do maracuja, no Estado de Sao Paulo.

Em vista aos avancos nos estudos moleculares associados aos métodos
baseados em critérios fenotipicos, novas espécies de Colletotrichum poderdo ser

descritas.

1.2.3. Analise filogenética

A filogenia permite a identificacdo e entendimento das relacdes entre as
espécies que resultam da evolucdo. Sob a premissa que as espécies evoluem de um
ancestral comum, as espécies mais proximas tém mais caracteristicas em comum
do que as mais distantes. A sistematica filogenética é utilizada para identificar
caracteristicas similares e definir a relacdo histérica ou evolucionaria mediante essas
caracteristicas, incluindo genes ou fragmentos de DNA. Com base nessas relagdes,
arvores filogenéticas sdo desenvolvidas mostrando as relagfes evolucionarias ou
agrupamentos de organismos (BUSO, 2005).

Os métodos usados para determinar as diferencas entre as unidades de
estudo dependem do numero e tipo de caracteristicas a serem comparadas.
Caracteristicas podem incluir diferencas morfolégicas, sequéncias de DNA, genes ou
seus produtos (proteinas).

Existem dois tipos de andlises utilizadas para o desenvolvimento de arvores
filogenéticas. Os métodos fenéticos utilizam medidas de distancia, que consolidam
estatisticamente as diferencas entre os caracteres em um numero. Uma matriz de
distancia entre os possiveis pares do grupo de estudo é criada, e arvores sao
desenvolvidas agrupando aqueles com menor diferenca num fenograma (BUSO,
2005).

Os métodos cladisticos calculam arvores para cada carater e entdo indicam a
melhor arvore através da determinacdo daquela que requer menor numero de
mudancas (parcimbnia), ou aquela mais provavel estatisticamente (maxima
verossimilhanca). A idéia basica por trds da cladistica € que membros do mesmo
grupo compartiiham uma histéria evolucionaria comum, e Sao proximamente

relacionados, mais com membros do mesmo grupo do que com outros organismos.



Estes grupos sdo reconhecidos por compartilharem caracteristicas Gnicas que néo
estdo presentes num ancestral distante (BUSO, 2005).

1.2.3.1. Maxima Parciménia

O método de méxima parcimoénia é relativamente simples em sua concepgao.
Seu principio envolve a identificacdo de uma topologia que requer 0 menor niumero
de mudancas evolutivas para explicar as diferencas observadas entre os taxons
estudados. Esse método utiliza apenas os sitios variaveis informativos em suas
andlises, pois os sitios invariaveis ndo acrescentam nenhuma mudancga na arvore,
enquanto os sitios varidveis ndo informativos acrescentam o mesmo ndmero de
mudancas em todas as possiveis arvores (GRAUR; LI, 2000; NEI; KUMAR, 2000;
MIYAKI et al., 2001).

A vantagem do método de maxima parcimonia em relacdo aos outros € o seu
conceito simples e, em geral, computacionalmente mais rapido que os demais. No
entanto, deve-se ter cuidado com homoplasias, substituicbes mdultiplas e desvio de
composicao de bases, que ndo sao corrigidos por esse método (MIYAKI et al. 2001).

Ha diferentes algoritmos para andlise filogenética. No caso da maxima
parcimonia, dois deles sdo mais utilizados: a busca exaustiva (se o numero de
taxons for pequeno, até 10) ou a busca heuristica (se houver um grande namero de
taxons). A busca exaustiva analisa todas as possiveis arvores bifurcadas para um
grupo de taxons. A busca heuristica une inicialmente todos os tdxons em um Unico
né interno, formando uma arvore totalmente politbmica, e em seguida avalia todas as
possiveis arvores (GRAUR; LI, 2000; NEI; KUMAR, 2000).

1.2.3.2. Méxima verossimilhanca

E um método de inferéncia filogenética que avalia a hipotese sobre a historia
evolucionaria em termos da probabilidade de que o modelo proposto e a historia
hipotética dariam origem ao conjunto de dados observados. A suposi¢do € que a
histéria com maior probabilidade de atingir o estado observado € preferida a histéria
com mais baixa probabilidade. O meétodo procura pela arvore com maior

probabilidade ou maior verossimilhanga (BUSO, 2005).
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O método de maxima verossimilhanca avalia a probabilidade de que um
modelo evolucionario escolhido tenha gerado as sequéncias observadas. A filogenia
é inferida achando-se as arvores com maior verossimilhanca.

Sob a hipotese de que cada sitio do nucleotideo evolui independentemente
(modelo de evolugao Markovian), pode-se calcular a verossimilhancga para cada local
separadamente e combinar as verossimilhangas num valor total. Para calcular a
verossimilhanca para um determinado sitio, tém-se que considerar todos os
cenarios possiveis pelos quais 0s nucleotideos presentes nas pontas da arvore
possam ter evoluido. Entdo, a verossimilhanca para um local particular € a
soma das probabilidades de todas as reconstrucfes possiveis de estados
ancestrais, dado o modelo de substituicdo de bases (BUSO, 2005). Apés a
estimativa das probabilidades para o sitio em questdo e considerando-se todos o0s
nucleotideos possiveis, 0 processo € repetido para todos os sitios até que todas
as probabilidades tenham sido estimadas. Aceitando-se que todos os sitios
evoluem independentemente, a estimativa da verossimilhanca para toda a
sequéncia seré igual ao produto das probabilidades de cada sitio. Isso é repetido
para todas as arvores possiveis, e aquela com maior verossimilhanca sera
escolhida. Para um grande numero de taxons torna-se impossivel a procura devido

ao grande esforco computacional (BUSO, 2005).

1.2.3.3. Inferéncia Bayesiana

Os métodos bayesianos partem do mesmo principio matematico da maxima
verossimilhanca. Entretanto, nos meétodos da maxima verossimilhanca o0s
parametros sdo considerados constantes desconhecidas fixas, enquanto nos
métodos bayesianos, os parametros do modelo sdo considerados como variaveis
aleatérias, com distribuicdes estatisticas. Antes da analise dos dados, aos
parametros é atribuido uma distribuicdo a priori, que €, entdo, combinada com o0s
dados (ou suas verossimilhangas) para gerar a distribuicdo a posteriori que serve de
a base para as inferéncias sobre os parametros que deverdo ser estimados. O
principal algoritmo empregado para este tipo de abordagem sdo os baseados em
‘Cadeia de MarkoVv’, por simulacéo de Monte Carlo (MCMC, de Markov chain Monte

Carlo). As ‘Cadeias de Markov’' sdo uma sequéncia estocastica (ou cadeia) de
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estados, cuja probabilidade da mudanca do estado atual para outro, ou para
permanecer no mesmo estado, ndo depende dos estados passados, apenas do
estado atual (WHELAN; LIO; GOLDMAN, 2001; YANG; RANNALA, 2012).

Assim, a escolha da arvore resultante dependerd do menor numero de
mudancas, no caso dos métodos de maxima parcimbnia, o valor de log-
verossimilhanca (log-likelihood), nos métodos de maxima verossimilhanca, e a
probabilidade posterior, nos métodos de inferéncia bayesiana (WHELAN; LIO;
GOLDMAN, 2001).

1.2.3.4. Anélise de Bootstrap

O bootstrap ndo paramétrico (FELSEINSTEIN, 1985) € muito utilizado em
analises filogenéticas, tanto em analises por maxima parcimdnia, como nas analises
por maxima verossimilhanca, para estimar o nivel de confianca dos ramos das
hipéteses filogenéticas. O teste consiste em uma simples reamostragem aleatoria,
com reposicdo dos dados. Para cada réplica é obtida uma arvore e, no final, é
computada uma arvore consenso na qual consta a propor¢cdo (porcentagem de
vezes) que cada agrupamento foi recuperado nas arvores réplicas (GRAUR; LI,
2000; NEI; KUMAR, 2000; RUSSO et al., 2001).
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CONSIDERACOES FINAIS

Ainda que tenham sido detectados diferencas morfologicas e culturais entre
os isolados de Colletotrichum spp. oriundos de sintomas de antracnose de frutos de
abacate, banana, goiaba e manga, estes foram insuficientes para a distincdo de
taxons.

O teste de patogenicidade cruzada, sob condicGes laboratério, indicou
auséncia de especificidade fisiol6gica entre espécies de Colletotrichum spp. oriundos
de abacate, banana, goiaba e manga. Entretanto, dentre os isolados avaliados,
apenas os oriundos de banana apresentaram uma faixa de hospedeiro mais restrita,
ja que estes nao induziram a expressado de sintomas de antracnose em frutos de
mamao. Estudos complementares, com avaliacbes a campo, poderdo oferecer
informacdes mais completas e conclusivas sobre a importancia das espécies de
Colletotrichum associadas e o relacionamento epidemiolégico entre as diferentes
interacdes.

A existéncia de novas espécies associadas a sintomas de antracnose pode
ser decorrente de diversos mecanismos geradores de variabilidade em fungos
mitosporicos, como a mutacao e outros fatores que podem contribuir a variabilidade
genética dos fungos, em condi¢cdes naturais. Aliado a esse fato, tem-se que a
antracnose € uma doenca endémica nas areas de cultivo dessas frutiferas, onde
multiplas infecgcdes ocorrem constante e simultaneamente, resultando em alta taxa
de reproducdo do patdgeno, o que certamente amplia as chances na geracéo de
variantes genéticos.

Mediante sequenciamento das regides parciais dos genes da actina (ACT),
glutamina sintase (GS), gliceraldeido3-fosfato desidrogenase (GAPDH), calmodulina
(CL), B-tubulina (TUB) e ITS1-5.8S-ITS2 foi possivel distinguir diversos taxons de
Colletotrichum associados a sintomas de antracnose em frutos de abacate, banana,
goiaba e manga. Neste contexto, para o estado de Sao Paulo foram confirmados a
associacdo de C musae e C. siamense a sintomas de antracnose em abacate e
goiaba, enquanto que para manga foram constatado C. asianum e C. dianesii.

Para a taxonomia de certas espécies de patdgenos, o emprego da regiao

ITS1-5.8S-ITS2 pode se constituir em alternativa eficiente para a caracterizagao
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taxondmica. Entretanto, ndo € o que se aplica para o caso de Colletotrichum
associado a sintomas de antracnose em frutos de abacate, banana, goiaba e
manga. Nesses casos, as vezes, mesmo com 0 sequenciamento das regibes
parciais dos genes da actina (ACT), glutamina sintase (GS), gliceraldeido3-fosfato
desidrogenase (GAPDH), calmodulina (CL), B-tubulina (TUB) e ITS1-5.8S-ITS2,
possiveis novas espécies podem manterem-se indefinidas. Tal situacdo aplica-se
para o presente caso, como observado para isolados oriundos de frutos de manga
com sintomas de antracnose. Também, em determinadas circunstancias, apenas o

emprego de trés regibes mostraram-se eficientes para a caracterizagcédo taxonémica.





