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1 RESUMO

A seringueira [Hevea brasiliensis (Wild. ex Adr. de Juss.) Muell-Arg]
¢ a maior fonte de borracha natural, amplamente cultivada, e de grande importancia comercial
devido a sua alta capacidade produtiva. Atualmente ela vem sendo atacada por varias doengas
que causam enormes prejuizos econdmicos. Dentre essas a antracnose, causada pelos fungos
Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum acutatum, esta presente em todos os lugares
heveicolas do mundo. Estes fungos causam varios danos na planta como lesdes nos foliolos,
nos ponteiros, nos ramos, nos frutos e cancros no painel de sangria. Diante desta situagao e da
alta incidéncia destes patdogenos na cultura da seringueira, o presente trabalho teve como
objetivo identificar a variabilidade genética dos isolados de C. gloeosporioides e C. acutatum
associados a seringueira. Ferramentas filogenéticas e populacionais foram utilizados para
determinar a distribuicdo e a frequéncia de cada um dos possiveis haplotipos. As 79 amostras
coletadas em campo foram amplificadas por PCR com primers especificos das regides
espagadores ITS e dos genes 18S, 28S e 5,8S. Posteriormente as regides amplificadas foram
sequenciadas pelo método Sanger. Para complementar as analises foram adicionadas
sequéncias disponiveis no NCBI, totalizando uma matriz de dados de 263 amostras. As
arvores geradas, a partir de andlises filogenéticas Bayesiana, Maxima Verossimilhanga e
Neighbour-Joining, mostraram a divisdo dos grupos de C. gloeosporioides e C. acutatum,

possibilitando a separagdo da matriz em duas espécies especificas. As andlises



de populagdo mostraram alguns haplétipos bem comuns e bem distribuidos pelo mundo,
enquanto outros haplotipos mostraram uma distribuicdo bem restrita, como ¢ o caso do
haplétipo H1 de C. acutatum que ¢ exclusivo da América. Os resultados concordam em grande
parte com hipoteses morfoldgicas anteriormente ja citadas. A partir das analises realizadas, foi
possivel levantar hipoteses que expliquem esses padroes de distribuicdo, e consequentemente,
foram fornecidos dados que podem levar a um aperfeigoamento no controle dessa doenca. O
presente trabalho permitiu a visualizagao dos isolados a nivel mundial, o que leva a estudos

posteriores serem muito mais exigentes no tamanho das amostragens a ser estudadas.
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2 SUMARY

The rubber tree [Hevea brasiliensis (Wild. ex Adr. Than Juss. ) Muell - Arg] is the largest
source of natural rubber, widely cultivated, and of great commercial importance due to its high
production capacity. Currently the rubber trees are being attacked for various diseases, causing
huge economic losses. Among them, the anthracnose, caused by Colletotrichum
gloeosporioides and Colletotrichum acutatum, is in all rubber crops places of the world. These
fungi causes various damage, such as injuries on leaves, branches, fruits, as well as cankers in
the taping panel. Given this situation, and the high incidence of this pathogen in the rubber
crop, this study aimed to identify the genetic variability of the isolates of C. gloeosporioides
and C. acutatum associated to rubber crop. Phylogenetic and population tools were performed
to determine the distribution and frequency of each possible haplotypes. The 79 samples
collected in the field were amplified by PCR by specific primers of the ITS spacers regions
and the 188, 28S and 5.8 S genes. Subsequently, the amplified regions were sequenced by the
Sanger method. Several sequences available in NCBI were added, to complement the analysis,
totaling a data matrix of 263 samples. Phylogenetic analyses generated by Bayesian,
Maximum Likelithood and Neighbour -Joining methods, showed the division of the C.
acutatum and C. gloeosporioides groups, enabling the separation of the matrix in two specific
species. The population analysis showed some very common haplotypes distributed around the

world, as well as another haplotypes with very restricted distribution, such as H1 haplotype of



the C. acutatum, which is unique to America. The results largely agree with previous
morphological hypotheses already mentioned. From performed analysis was possible to make
hypotheses to explain the distribution patterns, and consequently data can lead to an
improvement in the control of these diseases. This research allowed a preview of isolates
worldwide, which leads to further studies to be much more demanding on the size of the

sample studied.



3 INTRODUCAO

Espécies de fungos do género Colletotrichum e seu teleomorfo
Glomerella tém sido agentes causadores de doengas em diferentes espécies de plantas em todo
o mundo, na maioria das vezes sdo descritas como a causa de problemas de pré e pds-colheita
nos tropicos. Sua capacidade de causar infecgdes latentes os coloca entre os mais importantes
patdgenos de pos-colheita. A descricdo da espécie normalmente ¢ baseada nas caracteristicas
morfoldgicas dos fungos em substratos naturais, no tipo de cultivo, na cultura hospedeira,
combinado com especificidade no hospedeiro ou na falta dela e mais recentemente, por meio
de anélise molecular. Isto tem levado a muitos problemas na identificacao e dificuldade para a
troca de informagdes precisas (Sutton, 1992). Muitas espécies de Colletotrichum infectam
mais de um hospedeiro, e, além disso, mais de uma espécie de Colletotrichum podem estar
presentes em um unico hospedeiro (Roberts ef al., 2012).

Dentre as principais doengas causadas por esse grupo de fungos esta a
antracnose da seringueira. Causada por C. gloeosporioides Penz., constitui um sério problema
para a cultura da seringueira no Estado de Sao Paulo; este fungo ataca diversas partes da
planta ou atua como saprofita associado a outros patogenos (Furtado & Silveira, 1992). No
Estado de Sdo Paulo verificou-se a sua ocorréncia em folhas, ramos e inflorescéncia (Silveira

& Cardoso, 1987), em hastes e placas de enxerto em jardim clonal e viveiros (Furtado &



Silveira, 1992) e, finalmente, em painéis de sangria (Silveira et al., 1992a; Sierra-Hayer &
Furtado, 2010), detectaram C. acutatum, associado aos mesmos sintomas ocasionados por C.
gloeosporioides.

A antracnose da seringueira ocorre no Norte do Pais associada ao mal-
das-folhas ou em plantas com estresse nutricional (Gasparotto et al., 1984; 2012). Em latitude
mais elevada, esta doenca acarreta danos severos em brotagdes novas, causando seca
descendente e lesionando folhas. A doenga pode ser também encontrada nos estados de MS,
PR, MG, ¢ ES (Furtado & Trindade, 2005).

O presente trabalho teve como objetivo identificar a variabilidade
genética de 79 isolados de C. gloeosporioides e C. acutatum associados a seringueira,
mediante analises filogenéticas e populacionais, e assim determinar a distribui¢do e frequéncia
de cada um dos possiveis haplotipos. Os materiais estudados foram coletados em diferentes
areas heveicolas do pais. Foi realizada a identificacdo molecular, sequenciamento da regido

ITS, andlises das sequencias e analises filogenética.



4 REVISAO DE LITERATURA

A seringueira [Hevea brasiliensis (Wild. ex Adr. de Juss.) Muell-Arg],
pertence a familia Euphorbiaceae, ¢ nativa da regido Amazonica, encontrada naturalmente na
mata de outros estados da regido norte e paises vizinhos. O subproduto mais importante, o
latex, foi descoberto em meados do século XVIII e atualmente ¢ a principal fonte de borracha
natural do mundo (Alvarenga & Carmo, 2008).

A crescente demanda pela borracha natural ocorreu no século XIX
com o advento do processo de vulcanizacdo, com o intuito da fabricagdo de pneumaticos,
possibilitou o inicio da indastria automobilistica. Assim, o Brasil passou a explorar os
seringais nativos e constituiu-se o maior produtor e exportador de borracha natural (Alvarenga
& Carmo, 2008).

Os ingleses vislumbraram entdo, a possibilidade de cultivar seringueira
nas colonias localizadas no sudoeste da Asia, cujas condig¢es edafoclimaticas sdo similares as
da Amazonia. Enquanto no Brasil utilizava-se o sistema de produgdo baseado no extrativismo,
na Asia era adotado o sistema de exploragdo comercial, que foi o principal fator de sucesso na
Asia. Além disso, na Asia ndo existia o Microcyclus ulei, fungo causador do mal-das-folhas,
principal doenca dos seringais, sobretudo na Amazonia (Alvarenga & Carmo, 2008).

A baixa produtividade dos seringais brasileiros, em fun¢do das técnicas

de cultivo adotadas e da ocorréncia do mal-das-folhas, provocaram quedas na participacao do



mercado mundial. Devido a expansdo da producdo asiatica e o aumento da demanda por
borracha, em fungdo do crescimento da industria automobilistica, mudou a condigdo do Brasil
de exportador para importador. Situacdo que perdura até os dias atuais (Alvarenga & Carmo,
2008).

Além do principal uso da borracha na linha automobilistica, no setor
de pneus radiais e pneus de avido, também ¢ utilizada na produgdo de calgados, adesivos e na
area medica, como preservativos, luvas, cateteres e outros (IRSG, Novembro 2013).

A maior area plantada de seringueira concentra-se no continente
Asiatico com 93% do total de Hevea, Africa com 4% e América do Sul e Central com 3% no
ano de 2013. O consumo de borracha concentra-se na Asia Pacifica com 72%, na Unido
Europeia (EU) com 13% e as Américas com 15% no ano 2012. No ranking dos paises mais
produtivos de em ordem decrescente encontram-se a Tailandia, Indonésia, Vietna, Malasia,
india, China, Costa do Marfim, Brasil, e Sri Lanka (IRSG, Novembro 2013).

O continente Asiatico com 93% da Hevea no mundo ¢ quem contribui
com o maior volume de matéria prima. Os paises com maior producao em toneladas no ano de
2013 foram: Tailandia (3.512.000 ton), Indonésia (3.015.000 ton), Vietna (955.000 ton),
Malasia (923.000 ton), India (915.000 ton), China (795.000 ton), a Costa do Marfim (255.000
ton), o Brasil (171.000 ton), e a Sri Lanka (150.000 ton). Os paises com maior consumo em
toneladas no ano de 2013 foram: Tailandia (490.000 ton), Indonésia (488.000 ton), Vietna
(150.000 ton), Malasia (441.000 ton), India (988.000 ton), China (3.853.000 ton), EU-27
(1.065.000), USA (950.000), Japao (720.000), Costa do Marfim (4.000 ton), Brasil (343.000
ton), e a Sri Lanka (110.000 ton) (IRSG, Novembro 2013).

Em 2012, o Brasil apresentou uma producao de 179.500 toneladas de
borracha natural, com uma area total de 138.279 hectares. Sendo 137.814 hectares em
producdo e 2.444 hectares em plantios novos. Segundo o IBGE, o Brasil ao més de Novembro
de 2013, apresenta uma média de producao nacional de 1.285 Kg/ha de borracha seca, sendo
que: o estado de S3o Paulo produz em média 1.880 Kg/ha, Bahia 865 Kg/ha e Goids 1.920
Kg/ha (IBGE, 2013).

Desde 1960, o Brasil vem tentando atingir autossuficiéncia na
producao de elastomero natural. As tentativas anteriores para produzir borracha natural, em

larga escala, na Amazonia, redundaram em fracasso devido a severas epidemias do mal-das-



folhas. Cerca de dezoito doencas de natureza bidtica ja foram constatadas no Brasil (Reis,
1999). Igualmente se encontram no Estado de S3ao Paulo a antracnoses (Colletotrichum

gloeosporioides) e Oidio (Oidium hevea) (Furtado & Trindade, 2005).

3.1 Ocorréncia e importancia da doenca

O género Colletotrichum contempla diversas espécies distribuidas em
muitos lugares do mundo, entre algumas delas temos: C. acutatum, C. capsici, C. caricae, C.
caudatum, C. circinans, C. coccodes, C. coffeanum, C. corchori, C. crassipes, C. curvatum, C.
dematium, C. destructivum, C. falcatum, C. fragariae, C. fusarioides, C. fuscum, C.
gloeosporioides, C. gloeosporioides var. minus, C. gnaphalii, C. graminicola, C. helichrysi, C.
higginsianum, C. liliacearum, C. lindemuthianum, C. linicola, C. malvarum, C. musae, C.
nigrum, C. nymphaeae, C. orbiculare, C. paludosum, C. phyllachoroides, C. psoraleae, C.
spinaciae, C. sublineolum, C. trichellum, C. trifolii, C. truncatum, C.typhae (Sutto, 2012).

Nas espécies de Colletotrichum sdo encontradas formas saprofiticas e
patogénicas, sendo estas Ultimas, responsaveis por doengas economicamente importantes,
comumente denominadas de antracnoses, que ocorrem em extensa gama de hospedeiros. As
plantas estdo sujeitas a essa doenga em todas as fases de desenvolvimento e o patdgeno pode
ser disseminado de uma planta para outra por meio de varios agentes do ambiente aéreo. As
sementes infectadas também podem disseminar o patégeno de uma area para outra e, quando
semeadas, poderdo transmiti-lo para plantulas, induzindo sintomas de damping—off de pré e
pés—emergéncia. Para invadir o tecido hospedeiro, as espécies de Colletotrichum desenvolvem
estruturas especializadas para penetrar no hospedeiro, como por exemplo, os apressoérios. Com
o processo de colonizacdo do patdégeno, nos tecidos da planta afetada, surgem os sintomas de
antracnose, visiveis em folhas, inflorescéncias e frutos, sendo a doenca mais severa em regides
tropicais e subtropicais (Menezes, 2002).

As seguintes espécies fungicas tém sido relatadas em Hevea spp.,
como causadores da antracnose: C. gloeosporioides (Penz.) Sacc., C.derridis van Hoof, C.
ficus Koord., Gloeosporium albo-rubrum Petch, G. brunneum Petch, G. elasticae Chee e Maas

e G. heveae Petch. Carpenter e Stevenson (1954), estudando as descri¢des dessas espécies,
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concluiram que todas poderiam ser consideradas como C. gloeosporioides (Penz.) Sacc.
(Ferreira, 1989). Atualmente também se encontra a espécie C. acutatum como causadora de
antracnose da seringueira, sendo também relatada no Sri Lanka (Jayasinghe, 1997), na India
(Saha, 2002) e no Brasil (Sierra-Hayer & Furtado, 2010).

O agente causal da antracnose da seringueira € Glomerella cingulata e
Glomerella acutata fungo da subdivisdo Ascomycota, ordem Diaphortales, que na fase
anamorfica corresponde ao fungo C. gloeosporioides ¢ C. acutatum respectivamente. O
patogeno ¢ comum a diversos hospedeiros, o que favorece sua sobrevivéncia e dificulta seu
controle. Seus conidios germinam em quatro a seis horas em &agua livre e os sintomas
aparecem trés dias a po6s a inoculagdo. A esporulagdo ocorre apoés o quinto dia. A
disseminag¢do da-se, principalmente, através da dgua da chuva, ndo se descartando a
possibilidade de ser transferido planta a planta por intermédio da faca de sangria. Condicdes
climaticas que favorecem a doenca ¢ temperatura média de 21 °C, umidade relativa acima de
90% por 13 horas e periodos chuvosos (Furtado & Trindade, 2005; Sierra-Hayer & Furtado,
2010).

Os primeiros registros da antracnose na seringueira foram feitos no
Brasil (Silveira & Cardoso, 1987); Petch (1906), no Sri Lanka (ex — Ceildo), e na Malasia
John (1952). Na Malasia esta doenga ¢ conhecia como “Gloeosporium leaf disease” (Wastie,
1973). Sua ocorréncia ¢ verificada praticamente em todos os paises onde a seringueira ¢
cultivada.

No estado de Sdo Paulo, o primeiro relato foi realizado por Silveira &
Cardoso (1987), no municipio de Porto Feliz em folhas, ramos e inflorescéncia. Hastes e
placas de enxerto (Furtado & Silveira, 1991) e em painéis de sangrias (Silveira et al., 1992).

No Brasil, a antracnose ocorre com maior severidade nos estados da
regido Norte associada ao mal-das-folhas ou em plantas com estresse nutricional. Em latitude
mais elevada, esta doenca acarreta danos severos em viveiro, jardim clonal e plantio
definitivo, causando lesdes foliares, desfolhamento e mortalidade de ramos e galhos (Furtado
& Trindade, 2005). Na regido amazonica a doenga ocorre associada ao mal das folhas, causada
por M. ulei, ou em plantas com estresse nutricional (Gasparoto et al., 1984; 2012).

Em folhas, ramos e peciolos os sintomas manifestam-se nas brotacdes

novas, em plantas de varias idades, causando pequenas lesdes arredondadas de coloracao
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marrom-avermelhada que podem coalescer. Nos peciolos e ramos provocam lesdes escuras,
necroticas e deprimidas, sob ataque severo, ocorre desfolhamento, morte da gema apical e seca
descendente do ramo. Em todos os o0rgdos afetados ha grande quantidade de esporos, envoltos
em massa de coloracdo alaranjada, bastante caracteristica (Furtado & Trindade, 2005).

As lesdes podem ocorrer também nos peciolos, sendo mais alongadas.
Nos frutos, as lesdes causam rachaduras e apodrecimento na casca. Nos ramos verdes, as
infecgdes geralmente ocorrem nas suas inser¢des com o galho. Quando as condigdes de
ambiente sdo muito favoraveis, essas lesdes desenvolvem-se rapidamente, causando quebra de
ramos na base, a altura a dos locais lesionados, enquanto seus foliolos permanecem
completamente verdes. De certa forma, nos ramos, essa doenga pode ser confundida com o
ataque de Phytophthora spp. Em geral, nas lesdes de C. gloeosporioides podem ser
observadas massas réseas, provenientes de abundante esporula¢do conidial do patégeno que
sai dos acérvulos (Gasparotto, 1997).

Quanto aos danos observados pode-se citar, no viveiro e jardim clonal,
a morte de hastes destinadas a produgdo de gemas para enxertia, baixo descolamento de casca,
além de provocar o baixo pegamento da enxertia, devido as placas do enxerto estarem
infectadas. Local este que o patdgeno se desenvolve rapidamente sob o plastico de protecdo do
enxerto, matando os tecidos do mesmo e lesionando também o cavalinho. Em seringais
adultos causam desfolhamento intenso e seca de ramos, debilitando as plantas e provocando
um atraso na recuperacdo da copa, atrasando o reinicio da sangria, além de facilitar a
penetragdo de outros patdgenos como Phomopsis sp. € Botryodiplodia sp. (Silveira et al.,
1992b).

Os sintomas no tronco sao lesdes secas e deprimidas, com forma
eliptica, localizadas acima do corte de sangria. Nota-se também, a presenca de tecidos
encharcados e de coloragdo escura na regido cambial, acompanhados de estrias longitudinais
no lenho. No latex, aderida a canela de sangria, observa-se a presenca de esporulagdo
caracteristica do patdgeno (Silveira ef al., 1992).

Nas condi¢Oes atuais, hd a necessidade de se obter estratégias e
mecanismos que apoiem uma visdo empresarial no fomento do cultivo e com isso melhorar as
ofertas para suprir parte do déficit reclamado pela demanda. O aumento deve ser ligado pela

assessoria tecnologica de alta qualidade. Este € o resultado do desenvolvimento cientifico que
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orientam os processos produtivos e o beneficio da seringueira nas regides mais favoraveis para
o plantio. Isto ndo é somente o produto da selegdo de gendtipos altamente rentaveis se nao
também das adequadas medidas de manejo do cultivo, particularmente as relacionadas com a
diminui¢do da incidéncia de pragas e doengas limitantes.

Devido a alta wvariabilidade das espécies de Colletotrichum,
manifestada pela morfologia da colonia, forma dos conidios, presenca e forma de setas,
apressorios, pigmentagdo, patogenicidade, além de outras caracteristicas, a diferenciagao de
espécies de Colletotrichum, inter e intraespecifica, pode ser feita por outros métodos nao
morfologicos, os quais ampliam a faixa de caracteres usados para identifica—las, devendo
prover uma forma de estimar a diversidade genética e entender melhor a estrutura da
populagdo, notadamente a nivel subespecifico (Menezes, 2002).

Entre os parametros de identificacio dos fungos fitopatogénicos,
particularmente Colletotrichum, estdo as técnicas tradicionais de morfologia, como tamanho ¢
formato de conidios (Smith; Black, 1990; Menezes, 2002; Mills et al., 1992a). Através dos
caracteres morfologicos de Colletotrichum ¢ dificil de definir as espécies, pois estas sdo
delimitadas por poucos caracteres, como tamanho e forma de conidios e tipos de apressorios
(Sierra-Hayer & Furtado, 2010; Cannon et al., 2000).

Meétodos moleculares sdo cada vez mais utilizados como ferramentas
para a diferenciacdo das espécies de fungos tais como as espécies de o género Colletotrichum
(Lopez, 2001). Atualmente, varias técnicas tém sido postas em pratica, como uma ferramenta
auxiliar da taxonomia classica de fungos. Dentre elas podem ser citadas: o uso de marcadores
moleculares, principalmente, PCR, RAPD, RFLP (Williams et al., 1990)

Considerando o aumento da intensidade de antracnose nos seringais € a
pouca disponibilidade de informagdes, ha necessidade de mais estudos envolvendo este
patossistema. Informagdes devem ser obtidas sobre a variabilidade do patdgeno, o
desenvolvimento de metodologia para avaliar o comportamento de clones de seringueira com
relacdo aos componentes de resisténcia, € conhecimento dos fatores que favorecem o
desenvolvimento da doenga, entre outros aspectos (Stradioto, 1992).

A partir de métodos moleculares buscamos aprimorar a identifica¢ao
nao somente das espécies do género Colletotrichum, mas como também buscamos identificar

linhagens dentro de cada espécies; Isto poderia refinar as taticas de controle dentro de cada
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espécie/linhagem, podendo inclusive se identificar regides do globo que compartilham
haplotipos e, ver para cada regido/linhagens quais as mais eficientes estratégias sao adotadas

no controle das doencas.

3.2 Técnicas moleculares

Compatibilidade vegetativa, um mecanismo que controla isolamento
genético de populagdes, tem sido usada extensivamente para examinar relacionamento
genético no numero de fungos fitopatogénicos de plantas. Grupos de compatibilidade genética
(VCG) tém sido usados para andlise de subespécies de Colletotrichum gloeosporioides de
amendoim, C. graminicola de milho e C. acutatum de morango (Freemam et al., 1998).

Nas ultimas décadas, varias técnicas moleculares foram usadas
sucessivamente para realizar descri¢des entre espécies. Reagdo em cadeia de polimerase
(PCR) e polimorfismo do nucleo DNA, DNA ribossomo (rDNA), DNA mitocondrial
(mtDNA), e A+ T-rici DNA tem sido utilizados para diferenciar populagoes de C.
gloeosporioides, C. coccodes, C. kahawae, C. magna, C. orbiculare e outras espécies de
hospedeiros (Freemam et al., 1998; Tozze 2006; 2007).

Técnicas moleculares auxiliam na caracterizagdo e identificacdo das
espécies de Colletotrichum, e varias dessas técnicas tém sido utilizadas como sucesso para
complementar estudo de diferenciagdo de populagdes desses fungos (Bueno, 2005; Lopez,
2001; Tozze, 2006; 2007). Com a utilizacdo de primers especificos para espécies de
Colletotrichum obtidos a partir da analise de sequéncia da regido /7S, podem-se confirmar os
resultados de morfologia e patogenicidade (Mills; Hodson; Brown, 1992a; Freemam et al.,
2000, Fremam et al., 2001).

Segundo Lowe (2004), a variacdo genética dentro de uma espécie € um
conceito fundamental para a genética aplicada a ecologia e possui trés componentes:
diversidade genética, diferenciacdo genética e distancia genética dos seus componentes. A
diversidade genética mede a quantidade de variagdo encontrada numa populagdo, a
diferenciagdo genética descreve como esta variagdo ¢ distribuida entre populacdes, enquanto a

distancia genética quantifica o grau de similaridade entre individuos ou grupos de individuos.
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Pelo menos trés razdes biologicas sdo sugeridas por Rubin et al. (2001)
no que se refere a preservagdo da variabilidade genética de populagdes naturais como objetivo
da biologia da conservagao, relacionando que a perda da variabilidade pode aumentar a
probabilidade de extingao, em decorréncia de um declinio na fecundidade e na viabilidade.
Populagdes com baixos niveis de variagdo genética, sobre as quais a sele¢do natural pode
operar, podem ter oportunidades reduzidas para futuras adaptagdes frente a mudancas
evolutivas; e a preservagao da variabilidade genética pode ter papel chave na identificagdo de
unidades evolutivas significativas para a conservagao.

O grau de identidade de uma populagdo em relacdo as outras depende
do nivel de fluxo génico entre elas (Futuyma, 1997), sendo este dependente da taxa de
migracdo entre as populagdes. O fluxo génico homogeniza a variagdo genética entre as
populagdes (Genovart et al., 2003), verificando-se que quando a taxa de fluxo génico ¢ baixa
ou nula, os efeitos da deriva podem ser mais facilmente visiveis na diferenciagdo das
populagdes (Slatkin e Barton, 1989).

Estudos relacionados a genética de populagdes vém aumentando
consideravelmente nos ultimos anos. Marcadores moleculares tém sido amplamente aplicados
para acessar a reparticdo genética entre populagdes geograficamente isoladas para definir
unidades evolutivas significativas abaixo do nivel de espécie, para formulagdo de propostas de
manejo € conservacdo e para revisar tradicionais designagdes de espécies e subespécies
(Dantas, 2007). Segundo Perez-Sweeney et al. (2003), avaliagdes da estrutura populacional
proporcionam um retrato genético das populagdes, fornecendo estimativas do grau de
endogamia, diversidade genética e diferenciacdo entre os espécimes. Estes dados quando
associados ao conhecimento de atributos como o tamanho efetivo da populagdo, fluxo génico e
sistemas de acasalamento sdo particularmente importantes no delineamento das agdes de
manejo a serem adotadas.

O conhecimento prévio da distribui¢ao da diversidade genética dentro
e entre populagdes de uma espécie obtida por meio da aplicagdo de marcadores moleculares ¢
uma etapa inicial importante para o desenvolvimento de programas de manejo e conservagao
in situ e de empreendimentos que visem a sua reestruturag@o. Para isso deve-se levar em conta

se uma espécie esta representada apenas por uma populacao, ou se ¢ composta por populacdes



15

geneticamente diferenciadas e distribuidas pela drea de ocorréncia, devendo ser conhecido o

grau de interacdo entre elas (Hilsdorf e Petrere, 2002).
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5 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao e preservacao dos isolados

As 79 amostras foram coletadas em cinco regides heveicolas do pais,
as quais correspondem ao Estado de Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Goias e
Bahia (Tabela 1) (Figura 2). Estas regides sdo também consideradas altamente potenciais tanto
em area como em produgao.

Para o isolamento do fungo foram coletados 6rgdos como galhos,
folhas, frutos e casca do painel de sangria dos clones RRIM 600, PB 235, GT 1, RRIM 937,
RRIM 701, PR 255 e IAN 873 presentes nas localidades, assim como de viveiros e jardins

clonais (Figura 1).

Figura 1. Na figura pode-se visualizar os sintomas causados por Colletotrichum spp.
acompanhados de manchas, lesdes deprimidas, queimagao nas folhas e massa de esporo de cor
alaranjada. A: Folha; B: Haste; C: Fruto e D: Painel de sangria. (Fonte: Sierra & Furtado,
2010).
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Figura 2. Regides heveicolas onde foram coletadas as amostras. SP: Sao Paulo; MS: Mato
Grosso do Sul; MT: Mato Grosso; GO: Goias e BA: Bahia. (Fonte: IBGE, 2013).

As amostras coletadas foram levadas ao Laboratorio de Fitopatologia
Florestal do Departamento de Defesa Fitossanitaria, FCA — UNESP, onde verificou-se a
presenca dos conidios mediante exame em microscopio 6Otico. Para isolamento fragmentos de
cada amostra foram submetidos a desinfestagdo superficial, utilizando alcool a 70%, por um
minuto, solugdo de hipoclorito de sodio a 2%, por 2 minutos e por ultimo, agua autoclavada
estéril. Posteriormente, os fragmentos foram colocados no interior da cdmara de fluxo laminar
sobre papel toalha para secagem. Logo foram colocados cortes finos em placas de Petri de 8
cm de didmetro contendo meio Batata-Dextrose-Agar (BDA) Difco® (39 g/L) e,

oxitetraciclina (0,06 g/L), depois foram mantidas em cdmara de temperatura controlada BOD
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(Biological Oxygen Demand) a temperatura de 25+1 °C, durante 8 dias. Os isolados obtidos
foram preservados pelos métodos do 6leo mineral, Castellani, e ao frio.

Para a preservagdo em Oleo mineral, tubos de ensaio contendo 5 mL
meio BDA e tampados com rolhas de algodao, foram autoclavados por 30 minutos a 120 °C, e
posteriormente, ap6s autoclavagem, foram colocados em inclinag¢ao para sua solidificagdo. Em
camara de fluxo laminar, foram colocados discos de 7 mm no centro do meio BDA contido em
cada tubo, sendo estes mantidos em BOD a temperatura de 25 °C, durante 5 dias. Apos seu
crescimento foi depositado 6 mL de 6leo mineral autoclavado ate um centimetro acima do
crescimento do fungo. A preservagdo pelo métodos de dgua destilada (Castellani) foi feita em
frascos de penicilina contendo 10 mL de dgua esterilizada e autoclavada. Foram adicionados
oito discos de 7mm da colonia fungica em cada frasco, e posteriormente foram tampados com
tampa de borracha e lacre de aluminio e, finalmente, fechados com alicate de recrave. A
preservagao ao frio (-80 °C) foi feita em tubos Falcon de 15 mL, onde foram depositados
micélios pertencentes a cada isolado, estes foram retirados das placas de Petri com ajuda de

um bisturi (Sierra & Furtado, 2010).

Tabela 1. Isolados de C. gloeosporioides e C. acutatum, obtidos de seringueira no Brasil.

Identificacao Espécie Tecido Local Sigla
Jo1 C. gloeosporioides Galhos Brasil - Sdo Paulo BRA-SP
JO2 C. acutatum Galhos Brasil - Sdo Paulo BRA-SP
Jo3 C. acutatum Galhos Brasil - Sdo Paulo BRA-SP
Jo4 C. gloeosporioides Painel Brasil - Sdo Paulo BRA-SP
JOS C. gloeosporioides Fruto Brasil - Sdo Paulo BRA-SP
JO6 C. acutatum Galhos Brasil - Sdo Paulo BRA-SP
JO7 C. acutatum Folha Brasil - Sdo Paulo BRA-SP
JO9 C. acutatum Fruto Brasil - Sdo Paulo BRA-SP
J10 C. acutatum Galhos Brasil - Sdo Paulo BRA-SP
J11 C. acutatum Painel Brasil - Sdo Paulo BRA-SP
J12 C. acutatum Folha Brasil - Sdo Paulo BRA-SP
J13 C. gloeosporioides Fruto Brasil - Sdo Paulo BRA-SP
J14 C. acutatum Galhos Brasil - Sdo Paulo BRA-SP
J15 C. gloeosporioides Painel Brasil - Sdo Paulo BRA-SP
J16 C. gloeosporioides Galhos Brasil - Sdo Paulo BRA-SP
17 C. gloeosporioides Galhos Brasil - Sao Paulo BRA-SP
J18 C. acutatum Folha Brasil - Sdo Paulo BRA-SP
J19 C. acutatum Galhos Brasil - Sdo Paulo BRA-SP
J20 C. acutatum Painel Brasil - Sdo Paulo BRA-SP
121 C. gloeosporioides Painel Brasil - Sao Paulo BRA-SP

(continua)



Tabela 1. Isolados de C. gloeosporioides e C. acutatum, obtidos de seringueira no Brasil.

Identificacao Espécie Tecido Local Sigla
122 C. gloeosporioides Painel Brasil - Sdo Paulo BRA-SP
J23 C. acutatum Painel Brasil - Sdo Paulo BRA-SP
J24 C. acutatum Painel Brasil - Sdo Paulo BRA-SP
J25 C. acutatum Painel Brasil - Sdao Paulo BRA-SP
J26 C. acutatum Painel Brasil - Sdao Paulo BRA-SP
127 C. gloeosporioides Folha Brasil - Sao Paulo BRA-SP
J28 C. gloeosporioides Folha Brasil - Sao Paulo BRA-SP
J29 C. acutatum Fruto Brasil - Sdo Paulo BRA-SP
J31 C. acutatum Fruto Brasil - Sao Paulo BRA-SP
J32 C. acutatum Painel Brasil - Sdo Paulo BRA-SP
J33 C. acutatum Galhos Brasil - Sdo Paulo BRA-SP
J34 C. gloeosporioides ~ Folha Brasil - Sdo Paulo BRA-SP
J35 C. acutatum Folha Brasil - Sdo Paulo BRA-SP
J37 C. acutatum Galhos Brasil - Sdo Paulo BRA-SP
J38 C. acutatum Folha Brasil - Sdo Paulo BRA-SP
J39 C. acutatum Painel Brasil - Sdo Paulo BRA-SP
J40 C. acutatum Folha Brasil - Sdo Paulo BRA-SP
J41 C. acutatum Folha Brasil - Sdao Paulo BRA-SP
J42 C. acutatum Galhos Brasil - Sdao Paulo BRA-SP
J43 C. acutatum Galhos Brasil - Sdao Paulo BRA-SP
Ja4 C. gloeosporioides Fruto Brasil - Sdo Paulo BRA-SP
J46 C. gloeosporioides Painel Brasil - Sdo Paulo BRA-SP
J47 C. acutatum Fruto Brasil - Sdao Paulo BRA-SP
J48 C. acutatum Galhos Brasil - Sao Paulo BRA-SP
J49 C. acutatum Painel Brasil - Sao Paulo BRA-SP
J50 C. acutatum Folha Brasil - Mato Grosso do Sul  BRA-MS
J51 C. acutatum Folha Brasil - Mato Grosso do Sul BRA-MS
J52 C. gloeosporioides Folha  Brasil - Mato Grosso do Sul BRA-MS
J53 C. acutatum Galhos  Brasil - Mato Grosso do Sul  BRA-MS
J55 C. acutatum Folha Brasil - Mato Grosso do Sul BRA-MS
J57 C. gloeosporioides Folha  Brasil - Mato Grosso do Sul BRA-MS
J58 C. acutatum Folha Brasil - Mato Grosso do Sul  BRA-MS
J59 C. acutatum Galhos  Brasil - Mato Grosso do Sul  BRA-MS
J62 C. acutatum Galhos  Brasil - Mato Grosso do Sul  BRA-MS
J63 C. gloeosporioides ~ Galhos  Brasil - Mato Grosso do Sul  BRA-MS
J66 C. acutatum Galhos  Brasil - Mato Grosso do Sul BRA-MS
J69 C. acutatum Folha Brasil - Mato Grosso do Sul  BRA-MS
J72 C. acutatum Painel Brasil - Mato Grosso BRA-MT
J73 C. gloeosporioides Painel Brasil - Mato Grosso BRA-MT
J74 C. gloeosporioides ~ Galhos Brasil - Mato Grosso BRA-MT
J75 C. gloeosporioides Painel Brasil - Mato Grosso BRA-MT
J76 C. acutatum Folha Brasil - Mato Grosso BRA-MT
J77 C. acutatum Folha Brasil - Mato Grosso BRA-MT
J78 C. gloeosporioides ~ Galhos Brasil - Mato Grosso BRA-MT
J79 C. acutatum Galhos Brasil - Mato Grosso BRA-MT
J80 C. acutatum Galhos Brasil - Mato Grosso BRA-MT
J81 C. acutatum Painel Brasil - Mato Grosso BRA-MT

(continua)
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Tabela 1. Isolados de C. gloeosporioides e C. acutatum, obtidos de seringueira no Brasil.

Identificacao Espécie Tecido Local Sigla
J82 C. acutatum Painel Brasil - Mato Grosso BRA-MT
J83 C. acutatum Painel Brasil - Mato Grosso BRA-MT
J84 C. acutatum Fruto Brasil - Mato Grosso BRA-MT
J85 C. acutatum Galhos Brasil - Goias BRA-GO
J86 C. acutatum Folha Brasil - Goias BRA-GO
187 C. acutatum Folha Brasil - Goias BRA-GO
J88 C. acutatum Galhos Brasil - Goias BRA-GO
J91 C. acutatum Folhas Brasil - Bahia BRA-BA
J92 C. acutatum Folhas Brasil - Bahia BRA-BA
193 C. gloeosporioides Folhas Brasil - Bahia BRA-BA
J96 C. acutatum Folhas Brasil - Bahia BRA-BA
J97 C. acutatum Folhas Brasil - Bahia BRA-BA

4.2 Identificacdo molecular

4.2.1 Isolamento do DNA gendmico

Micélios de todos os isolados foram estocados a -80°C no momento da
repicagem dos experimentos anteriores, e transferidos para tubos Falcon de 15 mL. A extragdo
de DNA genomico total foi realizada para 79 amostras utilizando-se o0 método de Dellaporta et
al. (1983).

Os micélios dos isolados foram colocados em tubos de microcentrifuga
de 1500 pL, contendo 500 puL de tampao de extragao (NaCl 0,5M; EDTA 0,05M; Tris-HCI
0,1M pH 8,0; B-mercaptoetanol 0,2%), este foi macerado com um pistilo plastico. Apds a
maceragdo foram adicionados 33 pL de SDS 20% a cada um dos tubos, os quais foram
agitados por dois minutos e incubados a 65°C, por dez minutos. Em seguida foram
adicionados 160 pL, de acetato de potassio 5M, e agitados por dois minutos, logo foram
colocados na centrifuga a 12000 rpm, por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e
transferido para um novo tubo de microcentrifuga, sendo adicionados 600 uL de isopropanol,
a fim de precipitar o DNA. Os tubos foram agitados e submetidos a microcentrifuga a 12000
rpm, durante dez minutos. O sobrenadante foi removido cuidadosamente sem remover o
“pellet”, o qual foi lavado com 500 uL de etanol a 70%. Posteriormente, os tubos foram

centrifugados por cinco minutos, € o sobrenadante foi cuidadosamente removido
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cuidadosamente o sobrenadante. Finalmente as amostras foram secas a temperatura ambiente e
ressuspendidos em 100 puL de agua MilliQ.

A qualidade e concentracdo do DNA foram verificados colocando-se
aliquotas de 4 pL de cada amostra de DNA, misturadas com 2 pL. de tampao carregamento
Orange DNA Loading Dye da Fermentas, em gel de agarose a 0,8% em tampao TBE (0,1M
Tris-HCI, 0,1M éacido borico e 0,02mM EDTA pH 8,3). O gel foi submetido a eletroforese por
80 V/ 90 minutos, as bandas foram coradas com Neotaq Brilliant Green Plus DNA Stain (6
pL/100mL) e observadas através de transluminador UV.

Outra metodologia utilizada empregou diretamente os esporos dos
isolados, para isso, com a ajuda de uma alga estéril, dentro da cdmara de fluxo laminar, foi
feita uma raspagem da colonia fingica. Em seguida esta foi colocada em um tubo Eppendorf
de 1.5 mL contendo 50 pL de agua MilliQ, apds leve agitacdo para homogeneizagdo da

solugdo, foram preservados a — 20°C (Sierra & Furtado, 2010).

4.2.2 Quantifica¢ao e diluicio do DNA

A quantificagdo e a qualidade do DNA foram realizadas no
espectrofotometro (Nanodrop® - ND 1000 Spectrophotometer - Thermo Fisher Scientific),
através da comparagcdo de absorbancia a 260 - 280nm. A solugdo estoque de DNA foram
diluidas numa concentra¢do final de 25 ng/uL e estocadas em freezer a —20°C, a fim de evitar

a degradacdo do DNA, sendo descongeladas no momento das reagdes de PCR.

4.2.3 Analise por PCR

Para a identificagdo molecular pela técnica de PCR (Polymerase Chain
Reaction) foram utilizados primer especificos para C. gloeosporioides, C. acutatum e para a
regido /TS para a identificagdo de todos os isolados.

Para todas as analises o reagente de extracdo utilizado foi PCR Master
Mix (2X) da Fermentas®. Composto de 0,05 uni/ uL Tag DNA polimerase, 4 mM MgCl,, 0,4
mM dATP, 0,4 mM dCTP, 0,4 mM dGTP e 0,4 mM dTTP. Também foi usado o PCR Marter
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Mix (2X) da PROMEGA®. Composto de 3 mM MgCl,, 0,4 mM dATP, 0,4 mM dCTP, 0,4
mM dGTP e 0,4 mM dTTP. Para ambos reagentes o volume total foi de 25 pL, sendo 12,5 do
reagente Master Mix.

A identifica¢ao de C. acutatum foi realizada com os primers Calnt2
(5’- GGG GAA GCC TCT CGC GG-3’) e ITS4 (5’- TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC -3°)
Sreenivasaprasad et al. (1996). A reacao foi realizada utilizando 25 pL de volume total por
amostra, contendo 12,5 pLL de Master Mix (2X), 0,5 uL de cada um dos primer, 3 uL de DNA
extraido e 8,5 L de 4agua livre de nuclease. O programa do termociclador foi programado para
um ciclo de 30 segundos a 94 °C, 45 segundos a 62 °C e 90 segundos a 72 °C, seguido de um
ciclo de 30 segundos a 94 °C, 45 segundos a 60 °C e 90 segundos a 72 °C finalizando com 33
ciclos de 30 segundos a 94 °C, 45 segundos a 58 °C e 90 segundos a 72 °C.

Para a identificagdo de C. gloeosporioides foi utilizado os primers
Cglnt (5’- GGC CTC CCG CCT CCG GGC GG-3") e ITS4 (5’- TCC TCC GCT TAT TGA
TAT GC-3") descritos por Mills et al., (1992b). A reagdo foi realizada utilizando 25 uL de
volume total por amostra, contendo 12,5 pL. de Master Mix (2X), 0,50 pL de cada um dos
primer, 3 pL de DNA extraido e 8,5 pL de 4gua livre de nuclease. O programa do
termociclador programado para um ciclo de 30 segundos a 94 °C, 45 segundos a 62 °C e 90
segundos a 72 °C, seguido de um ciclo de 30 segundos a 94 °C, 45 segundos a 60 °C e 90
segundos a 72 °C finalizando com 33 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 45 segundos a 58 °C e 90
segundos a 72 °C.

Para todos os isolados foi detectada a regido /7S, utilizando os primers
ITS1 (5’- TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3%) e ITS4 (5’- TCC TCC GCT TAT TGA
TAT GC-3') que permitiram a amplificacdo de uma pequena regido (18S) e uma grande regiao
(28S), e estes também permitiram a amplifica¢do da regido 5.8S do rDNA e os espagadores
internos transcritos (ITS1 e ITS2) White et al. (1990).

A reagdo foi realizada utilizando-se 25 puL de volume total por
amostra, contendo 12,5 pL de Master Mix (2X), 0,50 uL. de cada um dos primer, 3 pL de
DNA extraido e 8,5 puL de 4gua livre de nuclease. O termociclador foi programado para um
ciclo de 94 °C por 3 minutos, seguido de 45 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 55 °C por 1

minuto e 72 °C por 2 minutos, com uma extensado final de 72 °C por 7 minutos.
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Os produtos de PCR foram aplicados em gel de agarose 1,2% contendo
6 nL/100mL de Neotaq. A eletroforese foi realizada a 80 v / 250 mA / 90 minutos. Apos a
corrida, o gel foi colocado em um transluminador tipo STRATAGENE EAGLEEYE II de

ultravioleta.

4.2.4 Purificaciao dos produtos de PCR

A purificag¢ao do produto de PCR foi realizada com o kit da Promega®
Wizard® SV Gel and PCR Clean — Up Sytem. Os passos foram os seguintes: 1) em tubos de
Minicoluna encaixados em tubos coletores, adicionou-se o volume de 50 ul da PCR o mesmo
volume de Membrane Binding Solution; 2) Este foi deixado a temperatura ambiente durante
um minuto; 3) Foi centrifugado durante um minuto a 14.000 rpm e, em seguida foi removido o
SV minicoluna e descartado o sobrenadante do tubo coletor; 4) Posteriormente foi encaixado o
SV minicoluna no tubo coletor e adicionados 700 ul de Membrana Wash Solution diluido com
etanol 95% e centrifugado durante um minuto a 14.000 rpm. Descartou-se o que passou no
tubo coletor e posteriormente se fez mais uma lavagem adicionando 500 pl da mesma solugado,
e centrifugado durante cinco minutos a 14.000 rpm; 5) O coletor foi removido com cuidado
para o que passou nao toque o SV Minicoluna. Descartou-se o que passou, e foi recentrifugado
por um minuto a 14.000 rpm com a tampa aberta, com a finalidade de evaporar o etanol
residual; e 6) O SV Minicoluna foi transferido cuidadosamente, para um novo tubo de
Eppendorf de 1.5 mL. Depois disso foi colocado 50 pl de 4gua MilliQ. Incubou-se por um
minuto a temperatura ambiente, apds isso foram centrifugadas durante um minuto a 14.000

rpm. Por ultimo descartou-se o SV Minicoluna e as amostras foram estocadas a -20° até o uso.
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4.2.5 Reacio de Sequenciamento

A solugdo de PCR purificada teve sua concentragdo de DNA estimada
através do espectrofotometro Nanodrop® - ND 1000. Esta solugdo foi diluida
aproximadamente a 10 ng/ uL. 10 pL de amostra foram colocadas em tubos de 0.5 mL,
juntamente com o primer na concentracdo de 5 pM/ pL. As amostras sequenciadas no
Laboratdrio de Diagndstico Molecular e Sequenciamento do Departamento de Microbiologia e
Imunologia / Instituto de Biociéncias de Botucatu / UNESP para o sequenciamento. Para o
sequenciamento foi utilizado o par de oligonucleotideos ITS1 (5°- TCC GTA GGT GAA CCT
GCG G-3’) eITS4 (5°- TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3'") no sequenciador capilar 3500
Genetic Analyzer (Applied Biosystem), BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit versao 3,1 (Applied Biosystems, Foster City, CA).

4.2.6 Analise das Sequéncias

4.2.6.1 Sequéncias consenso

As sequéncias consenso de cada isolado foram comparadas entre si e
com outras sequéncias de isolados do género Colletotrichum do GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). A edicdo das sequéncias consenso do segmento génico foi

realizada no programa Geneious 4.8.

4.2.6.2 Metodologia da analise

Dentro do GenBank foram separadas um conjunto grande de
sequéncias pertencentes a grupos proximos daqueles que ja foram analisados, no caso de C.
gloeosporioides e C. acutatum. Com as sequencias ja selecionadas e somadas ao nosso banco
de dados, foi gerada uma Unica matriz no programa MUSCLE, ap0s isso foram feitas anélises
filogenéticas Bayesiana, Maxima Verossimilhanga e Neighbor Joining as mais precisas

possiveis. Essa metodologia teve o objetivo de encontrar dentro do banco de dados disponivel,
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aquelas sequéncias que eram filogeneticamente mais aparentadas com aquelas de nosso banco
de dados, as quais foram adquiridas em campo. Isto permitiu gerar matrizes especificas por
espécies com a menor quantidade de ruido e interferéncia no alinhamento, assim, foi possivel
separar em duas matrizes distintas, uma de C. gloeosporioides ¢ C. acutatum, excluindo
algumas amostras do banco de dados total levantado. Posterior a isso foram geradas duas

matrizes especificas para o estudo de populacdes de C. gloeosporioides e de C. acutatum.

4.2.6.3 Confeccao da matriz

O alinhamento foi executado pelo algoritmo MUSCLE (Edgar, 2004) e
corregdes manuais dos erros de alinhamentos evidentes foram realizadas no programa BioEdit
7.0.9.0 (Hall, 1999). Apo6s o alinhamento o melhor modelo de evolugdao nucleotidica foi
estimado com o programa Modeltest 3.06 (Posada e Crandall, 1998) implementado no PAUP*
4.0b10 (Swofford, 2003). Foi realizado uma corrida, com 5 milhdes de repetigdes, sendo cada
arvore amostrada a cada mil geragoes.

O teste de saturacdo foi realizado no Dambe 5.3.38 (Xia, 2013), tanto
pelo método grafico quanto pelos métodos de Xia ef al. (2003) e Xia e Lemey (2009). As
frequéncias de nucleotideos foram calculadas no programa Mega 5.0 (Tamura et al., 2011).
Com a finalidade de comparar sua distribui¢do territorial, dentro do GenBank também foram
selecionadas sequéncias depositadas de espécies de Colletotrichum para comparagdo com

nosso banco de dados (Tabela 2).

Tabela 2. Espécies de Colletotrichum spp., isolados de diferentes localidades do mundo,
procedentes do banco de dados do GenBank.

Identificaciao

GenBank Espécie Hospedeiro Local Sigla

JQ814356 Colletotrichum gloeosporioides Hevea brasiliensis Brasil — Bahia BRA-BA
JQ814351 Colletotrichum gloeosporioides Hevea brasiliensis Brasil — Bahia BRA-BA
JQ814346 C. gloeosporioides Hevea brasiliensis Brasil — Bahia BRA-BA
JQ814345 C. gloeosporioides Hevea brasiliensis Brasil — Bahia BRA-BA
JQ814344 C. gloeosporioides Hevea brasiliensis Brasil — Bahia BRA-BA
JQ814343 C. gloeosporioides Hevea brasiliensis Brasil — Bahia BRA-BA
JQ814342 C. gloeosporioides Hevea brasiliensis Brasil — Bahia BRA-BA
JQ814341 C. gloeosporioides Hevea brasiliensis Brasil — Bahia BRA-BA

(continua)



26

Tabela 2. Espécies de Colletotrichum spp., isolados de diferentes localidades do mundo,

procedentes do banco de dados do GenBank.

Identificacao . . . .
GenBank Espécie Hospedeiro Local Sigla
JQ814340 C. gloeosporioides Hevea brasiliensis Brasil — Bahia BRA-BA
JQ814338 C. gloeosporioides Hevea brasiliensis Brasil — Bahia BRA-BA
JQ814337 Colletotrichum theobromicola Hevea brasiliensis Brasil — Bahia BRA-BA
JQ814336 C. gloeosporioides Hevea brasiliensis Brasil — Bahia BRA-BA
JQ814332 Colletotrichum theobromicola Hevea brasiliensis Brasil — Bahia BRA-BA
JQ814354 Colletotrichum acutatum Hevea brasiliensis Brasil — Bahia BRA-BA
JQ814355 Colletotrichum acutatum Hevea brasiliensis Brasil — Bahia BRA-BA
FJ798598 Glomerella cingulata Hevea brasiliensis Brasil — Bahia BRA-BA
FJ798602 Glomerella cingulata Hevea brasiliensis Brasil BRA
FJ798596 Glomerella cingulata Hevea brasiliensis Brasil — Bahia BRA-BA
JX844074 Colletotrichum gossypii Algodao Brasil — Goias BRA-GO
JX844081 Colletotrichum gossypii Algodao Brasil — Goias BRA-GO
GU120390 Colletotrichum acutatum Citros Brasil BRA
GU223179 Glomerella cingulata Citros Brasil BRA
GU223178 Glomerella cingulata Citros Brasil BRA
GU223177 Glomerella cingulata Citros Brasil BRA
GU223176 Glomerella cingulata Citros Brasil BRA
JQ814365 Colletotrichum gloeosporioides Hevea brasiliensis Brasil — Bahia BRA-BA
JQ814363 Colletotrichum gloeosporioides Hevea brasiliensis Brasil — Bahia BRA-BA
JX010285 C. theobromicola Morango USA USA
JX010286 Colletotrichum theobromicola Morango USA USA
EU168904 Colletotrichum acutatum Citros Usa USA
EU168903 Colletotrichum acutatum Citros Usa USA
EU168902 Colletotrichum acutatum Citros Usa USA
FN566877 C. acutatum Citros (limédo Tahiti) Portugal PRT

AM991134 Colletotrichum acutatum Oliveira Portugal PRT
AM404279 Colletotrichum acutatum Videiro Portugal PRT
FJ884085 Colletotrichum sp Hevea Peru PER
FJ884083 Colletotrichum sp Hevea Peru PER
FJ884081 Colletotrichum gloeosporioides Hevea Peru PER
HQO022474 Colletotrichum aff. boninense Hevea guianensis Peru PER
HQO022504 Colletotrichum cf. gloeosporioides Hevea guianensis Peru PER
HQO022503 Colletotrichum cf. gloeosporioides Hevea guianensis Peru PER
HQO022392 Colletotrichum cf. gloeosporioides Hevea Peru PER
EF221832 Colletotrichum acutatum Abacate Meéxico MEX
EF221831 Colletotrichum acutatum Abacate Meéxico MEX
EU056740 Colletotrichum capsici Carica papaya México MEX
EU056739 Colletotrichum capsici Carica papaya México MEX
HM450129 Colletotrichum capsici Carica papaya Meéxico MEX
HM562711 Colletotrichum gloeosporioides Carica papaya México MEX
HM562710 Colletotrichum gloeosporioides Carica papaya México MEX
JQ658887 Colletotrichum sublineola Sorgo Meéxico MEX
JQ658886 Colletotrichum musae Banana México MEX
JQ658876 Colletotrichum boninense Amora México MEX
JQ658875 Colletotrichum boninense Amora México MEX
JQ658871 Colletotrichum jasminigenum Varios Meéxico MEX

(continua)
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Tabela 2. Espécies de Colletotrichum spp., isolados de diferentes localidades do mundo,

procedentes do banco de dados do GenBank.

Identificacdo . . . .
GenBank Espécie Hospedeiro Local Sigla
JQ658869 Colletotrichum cliviae Feijao México MEX
JQ658862 Colletotrichum gloeosporioides Citrus sinensis México MEX
GU227813 Colletotrichum trichellum Hedera SP Guatemala GTM
DQ286152 Colletotrichum trichellum Hedera Guatemala GTM
IX476955 Colletotrichum gloeosporioides Theobroma cacao L. Equador ECU
IN543069 Colletotrichum acutatum Solanum betacea Equador ECU
IN543070 Colletotrichum acutatum Solanum betacea Equador ECU
IN543067 Colletotrichum acutatum Solanum betacea Equador ECU
HM999897 Colletotrichum gloeosporioides Tectaria incisa Equador ECU
IN715838 Colletotrichum kahawae subsp. ciggaro ~ Amora Colombia COL
JQ005222 Colletotrichum annellatum Hevea brasiliensis Colombia COL
IN715846 Colletotrichum karstii Rubus glaucus Colombia COL
IN715847 Colletotrichum kahawae subsp. ciggaro  Rubus glaucus Colombia COL
IN715844 Colletotrichum brassicicola Rubus glaucus Colombia COL
IN715843 Colletotrichum fructicola Rubus glaucus Colombia COL
IN715834 Colletotrichum godetiae Rubus glaucus Colombia COL
AF534466 Colletotrichum gloeosporioides Coffea arabica Colombia COL
AY739025 Colletotrichum gloeosporioides Annona muricata Colombia COL
IN715840 C. SP Amora Colémbia COL
JQO005174 Colletotrichum colombiense Passiflora edulis Colombia COL
JQO005173 Colletotrichum colombiense Passiflora edulis Colombia COL
HE655511 Colletotrichum siamense Coffea SP Colombia COL
FR717705 Colletotrichum gloeosporioides Coffea SP Coldmbia COL
AF534467 Colletotrichum acutatum Coffea arabica Colombia COL
AF521210 Colletotrichum acutatum (26s) Manga Colombia COL
AY245021 Glomerella cingulata Coffea arabica Coldmbia COL
JQ948290 Colletotrichum laticiphilum Hevea brasiliensis Colombia COL
JX515292 Colletotrichum ignotum Theobroma cagdo Bolivia BOL
KC820802 Colletotrichum queenslandicum Mango Sri Lanka LKA
KC820803 Colletotrichum asianum Manga Sri Lanka LKA
KC820802 Colletotrichum queenslandicum Manga Sri Lanka LKA
GU227879 Colletotrichum truncatum Capsicum annuum Indonésia IND
FI972615 Colletotrichum asianum Coffea arabica Tailandia THA
FJ972614 Colletotrichum siamense Coffea arabica Tailandia THA
FJ972613 Colletotrichum siamense Coffea arabica Tailandia THA
FJ972612 Colletotrichum asianum Coffea arabica Tailandia THA
JN050243 Colletotrichum thailandicum Alocasia sp. Tailandia THA
IN050242 Colletotrichum thailandicum Hibiscus Tailandia THA
IN050241 Colletotrichum tropicicola Orquidea Tailandia THA
IN050240 Colletotrichum tropicicola Citrus maxima Tailandia THA
AY266404 Colletotrichum gloeosporioides Herbaceous Tailandia THA
AY266369 Colletotrichum gloeosporioides Herbaceous Tailandia THA
JQ005206 Colletotrichum karstii Anthurium sp. Tailandia THA
JX010194 Colletotrichum asianum Mangifera indica Tailandia THA
JX010256 Colletotrichum siamense Capsicum annuum Tailandia THA
FR717706 Colletotrichum fructicola Coffea arabica Tailandia THA

(continua)



28

Tabela 2. Espécies de Colletotrichum spp., isolados de diferentes localidades do mundo,

procedentes do banco de dados do GenBank.

Identificacdo . . . .
GenBank Espécie Hospedeiro Local Sigla
DQ463367 Colletotrichum gloeosporioides Espécies Tropicais Tailandia THA
DQ463366 Colletotrichum gloeosporioides Espécies Tropicais Tailandia THA
JNO007803 Colletotrichum fructicola Espécies Tropicais Tailandia THA
DQ463362 Colletotrichum acutatum Espécies Tropicais Tailandia THA
JN050239 Colletotrichum brevisporum Pandanus pygmaeus Tailandia THA
JN050238 Colletotrichum brevisporum Neoregelia sp. Tailandia THA
AF488777 Colletotrichum gloeosporioides Hevea brasiliensis Tailandia THA
FJ968590 C. gloeosporioides Coffea Vietna VNM
AB704781 Colletotrichum gloeosporioides Homo sapiens Vietna VNM
AB705152 Colletotrichum dematium Homo sapiens Vietna VNM
FJ968605 Colletotrichum boninense Coffea arabica Vietna VNM
FJ968604 Colletotrichum boninense Coffea arabica Vietna VNM
FJ968602 Colletotrichum capsici Coffea arabica Vietna VNM
FJ968597 Colletotrichum kahawae Coffea arabica Vietna VNM
FJ968596 Colletotrichum gloeosporioides Coffea arabica Vietna VNM
FJ968595 Colletotrichum gloeosporioides Coffea arabica Vietna VNM
FJ968594 Colletotrichum gloeosporioides Coffea arabica Vietna VNM
FJ968592 Colletotrichum gloeosporioides Coffea arabica Vietna VNM
FJ968589 Colletotrichum gloeosporioides Coffea arabica Vietna VNM
FJ968579 Colletotrichum capsici Coffea arabica Vietna VNM
FJ968601 Colletotrichum acutatum Coffea arabica Vietna VNM
FJ968598 Colletotrichum acutatum Coffea arabica Vietna VNM
GU066671 C. gloeosporioides Talos Malasia MYS
JQ685746 Colletotrichum capsici Brassica chinensis Malasia MYS
JX971163 Colletotrichum truncatum Legumes Malasia MYS
JX971162 Colletotrichum truncatum Legumes Malasia MYS
JX669450 Colletotrichum gloeosporioides Soja Malasia MYS
1X669449 Colletotrichum gloeosporioides Soja Malasia MYS
1X669445 Colletotrichum gloeosporioides Soja Malasia MYS
JQ685749 Colletotrichum capsici Vegetais Malasia MYS
JX567509 Colletotrichum dematium Cowpea (Feijao) Malasia MYS
JX567508 Colletotrichum dematium Cowpea (Feijao) Malasia MYS
GU066699 Colletotrichum gloeosporioides Carica papaya Malasia MYS
GU066679 Colletotrichum gloeosporioides Citrus aurantifolia Malasia MYS
GU066676 Colletotrichum gloeosporioides Citrus aurantifolia Malasia MYS
GU066645 Colletotrichum gloeosporioides Annona squamosa Malasia MYS
JX402175 Colletotrichum gloeosporioides Mangifera indica Malasia MYS
1X902424 Colletotrichum cymbidiicola Orquideas India IND
1X902423 Colletotrichum cymbidiicola Orquideas India IND
HQ437664 Colletotrichum truncatum Homo sapiens India IND
HQ437663 Colletotrichum truncatum Homo sapiens India IND
EF025960 Colletotrichum gloeosporioides C. papaya India IND
EF025955 Colletotrichum gloeosporioides Goiaba India IND
AB242419 Glomerella tucumanensis Viérias India IND
AB242422 Glomerella tucumanensis Varias India IND
GU810509 Glomerella cingulata Varias India IND

(continua)
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Tabela 2. Espécies de Colletotrichum spp., isolados de diferentes localidades do mundo,

procedentes do banco de dados do GenBank.

Identificacao . . . .
GenBank Espécie Hospedeiro Local Sigla
GU222376 Glomerella cingulata Viérias india IND
EF025968 Colletotrichum acutatum Uva India IND
EU672822 Colletotrichum graminicola Gramineas india IND
JQ948289 Colletotrichum laticiphilum Hevea india IND
FJ025802 Colletotrichum acutatum Capsicum India IND
AF488778 Colletotrichum acutatum Hevea india IND
HQ330982 Colletotrichum acutatum Capsicum india IND
JN390867 C. sp Roma India IND
IN390876 Colletotrichum gloeosporioides Capsicum India IND
HQ264184 Colletotrichum gloeosporioides Capsicum India IND
JQ926743 Colletotrichum boninense Pimenta China CHN
EU622278 Colletotrichum lagenaria Varias China CHN
EU427042 Colletotrichum gloeosporioides Arvores China CHN
KC913201 Colletotrichum spaethianum Peucedanum China CHN
KF112044 Colletotrichum gloeosporioides Viérios China CHN
KF112043 Colletotrichum gloeosporioides Varios China CHN
KC845290 Colletotrichum fructicola Camellia sinensis China CHN
EU781666 Colletotrichum capsici Aquilaria sinensis China CHN
KC845289 Colletotrichum crassipes Planta de cha China CHN
KC845288 Colletotrichum fructicola Camellia sinensis China CHN
KC845287 Colletotrichum fioriniae Camellia sinensis China CHN
KC845285 Colletotrichum siamense Camellia sinensis China CHN
EU294027 Colletotrichum gloeosporioides Hevea China CHN
JX546819 Colletotrichum lindemuthianum Feijao China CHN
IJX546818 Colletotrichum lindemuthianum Feijao China CHN
IX546817 Colletotrichum lindemuthianum Feijao China CHN
JX546816 Colletotrichum lindemuthianum Feijao China CHN
KC816048 C. acutatum Manga China CHN
EU727318 Colletotrichum acutatum Hevea brasiliensis China CHN
EU727317 Colletotrichum acutatum Hevea brasiliensis China CHN
FJ972610 Colletotrichum acutatum Carica papaya Australia AUS
FJ972601 Colletotrichum acutatum Carica papaya Australia AUS
AB269945 C. acutatum Australia AUS
FJ972609 Colletotrichum gloeosporioides Citrus sinensis Italia ITA
FJ972608 Colletotrichum kahawae Coffea arabica Quénia KEN
FJ972607 Colletotrichum kahawae Coffea arabica Quénia KEN
JX009426 Colletotrichum sp Carica Papaya Nova Zelandia NZL
FR717698 Colletotrichum fragariae Coffea arabica Angola AGO

4.2.6.4 Analises filogenéticas

Para a andlise filogenética Bayesiana foi utilizado o programa

MrBayes 3.1.2 (Huelsenbeck and Ronquist, 2001; Ronquist and Huelsenbeck, 2003) com 5

milhdes de geragdes, descartando os 20% iniciais no burning. Os nds com valores de
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probabilidade a posteriori inferiores a 80% foram colapsados. A andlise de Maxima
Verossimilhanga foi realizada pelo método de busca RAxXxML (Stamatakis, 20006)
implementado no servidor online do CIPRES Sience Gateway (http://www.phylo.org) (Miller
et al., 2010) Nessa analise foi utilizado o teste estatistico de Bootstrap (Felsenstein, 1985)
com 1000 pseudoréplicas. Por ultimo para todas as andlises de Neighbour-Joining (NJ) foi
utilizado o programa MEGA 5.0 (Tamura ef al., 2011) com modelo de evolugdo nucleotidica
de Tamura trés parametros. Na analise de NJ da matriz total foi utilizado como teste estatistico
de Bootstrap com 1000 pseudoréplicas. E os nés cujos valores de suporte estatisticos eram

inferiores a 50% foram colapsados.

4.2.6.5 Analise populacional e estatistica

A construcdo das matrizes foi feita seguindo os mesmos passos do
ponto 4.2.6.3. Dentro das andlises foram tomadas as matrizes correspondentes aos grupos de
C. gloeosporioides e C. acutatum. Também foram excluidas sequéncias que apresentavam
diferencas significativas quanto ao tamanho de bases, sendo que as sequencias resultantes
foram editadas manualmente para padronizar o tamanho total das sequéncias. A presenca de
“gaps” foi considerada como polimorfismos de bases. As sequencias foram alinhadas e
editadas pelo software BioEdit v.7.1.3.0. A anélise de variancia molecular (AMOVA), indices
de diversidade génica e nucleotidica e, os indices de fixacdo interpopulacional foram feitos no
programa Arlequin v.3.5.1.2. Para a construgdo das redes de haplotipos foram empregados os

programas DNAsp v.5.10.01 e Network v.4.6.1.1.
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6 RESULTADOS

A identificagdo molecular mediante a utilizagao de primers especificos
permitiu detectar 53 isolados para a espécie C. acutatum e 19 para C. gloeosporioides. Os
outros 4 isolados de C. acutatum ¢ 3 de C. gloeosporioides foram identificados por meio de
comparagdes das sequéncias obtidas, com outras existentes no GenBank, uma vez que os
primer especificos ndo terem sido suficientemente especificos para eles.

A partir dos isolados foram utilizadas 79 sequéncias, sendo 57 de C.
acutatum e 22 de C. gloeosporioides coletadas em campo, além de 184 sequéncias obtidas a
partir do GenBank, sendo 26 de C. acutatum e 65 de C. gloeosporioides, e o restante entre
outras espécies do género Colletotrichum, assim o total de sequéncias trabalhadas foi de 263.

A partir do alinhamento e edi¢do final obteve-se uma matriz com 742
caracteres, sendo 367 variaveis e destes 235 informativos para Maxima Parcimonia. A
constituicdo nucleotidica dessa matriz ¢é: Timina 23,7%, Citosina 28,1%, Adenina 23,4% ¢
Guanina 24,8%. Os testes de saturacdo, pelo método grafico, demonstraram que os dados ndo
se encontram saturados, com valores de R? das transi¢des igual a 0,94 ¢ das transversdes igual
a 0,96. Da mesma forma, o teste de satura¢dao pelos métodos estatisticos de Xia et al. (2003)
demonstrou que os valores de ISS s3o menores do que os de ISSc o que indica que os dados

sao adequados para a realizacdo da analises filogenéticas. O resultado da analise do Modeltest
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indicou, pelo método de Akaike Information Criterion (AIC) e pelo de Hierarchical Likelihod
Ratio Tests (hLRT), que o melhor modelo de evolugdo nucleotidica ¢ o Tamura Nei+ [+Gama

(TIN+T+G).
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Figura 3. Arvore filogenética elaborada pelo método de Mister Bayer entre todas as amostras
analisadas no presente trabalho: Numeros presentes nos nos representam os valores de
probabilidade a posteriori. Os ndés com valores inferiores do que 80% foram colapsados, e
estdo apresentados como politdmicos.
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Figura 6. Arvore de distdncia genética pelo método de Neighbour-Joining entre amostras de
C. acutatum com base em sequéncias do gene /7S, demonstrando a existéncia de linhagens
dentro de C. acutatum. Escala representa 0,5% de divergéncia genética. Cores representam a

procedéncia das amostras.
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Figura 7. Arvore de distancia genética pelo método de Neighbour-Joining entre amostras de
C. gloeosporioides com base em sequéncias do gene /7S, demonstrando a existéncia de
linhagens dentro de C. gloeosporioides. Escala representa 0,5% de divergéncia genética. Cores
representam a procedéncia das amostras.
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BRAMT J80Ca

GALHOS

Figura 8. Arvore de distdncia genética pelo método de Neighbour-Joining entre amostras de
C. acutatum com base em sequéncias do gene /7S, demonstrando a existéncia de linhagens
dentro de C. acutatum. Escala representa 0,5% de divergéncia genética. Cores representam o

tipo de tecido de onde foram retiradas as amostras.
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BRASP J16C9
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Figura 9. Arvore de distancia genética pelo método de Neighbour-Joining entre amostras de
C. gloeosporioides com base em sequéncias do gene /7S, demonstrando a existéncia de
linhagens dentro de C. gloeosporioides. Escala representa 0,5% de divergéncia genética. Cores
representam o tipo de tecido de onde foram retiradas as amostras.



39

Os grupos de individuos de C. acutatum provenientes das localidades
Asia, América Centro Norte e América do Sul revelam alta diversidade génica (0,9455; 0,9000
e 0,8187 respectivamente) e diversidade nucleotidica (0,47866; 0,036735; 0,042303,
respectivamente), indicativo de alta variabilidade genética nestes grupos (Tabela 3). Por outro
lado, o grupo de individuos provenientes da Europa mostra uma média variabilidade genética

e a Oceania com um nulo indice de diversidade genética.

Tabela 3. Diversidade Génica (DG), Diversidade Nucleotidica (DN), Numero de Haplotipos
(NH) e Numero amostral (NA).

DG DN NH NA
América do Sul 0,8187 +/- 0,0454 0,042303 +/- 0,023622 28 68
Asia 0,9455 +/- 0,0659 0,047866 +/- 0,028640 9 11
Europa 0,6667 +/- 0,3143 0,020408 +/- 0,019241 2 3
América Centro Norte 0,9000 +/-0,1610 0,036735 +/-0,026119 4 5
Oceania 0,0000 +/- 0,0000 0,000000 +/- 0,000000 1 3

Pela andlise da Tabela 3 e da Figura 10, é possivel verificar a
heterogeneidade da distribuicao dos 44 hapldtipos dentro dos cinco grupos. O da América do
Sul foi o que apresentou a maior quantidade de haplotipos (NH=28), enquanto que os grupos
Oceania e Europa foram os que apresentaram menor quantidade de haplétipos (NH =1 e 2,

respectivamente).
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Figura 10. Rede de hapldtipos de C. acutatum calculada pelo método Median-Joining. Os circulos coloridos representam as
localidades, junto aos haplotipos encontrados no presente estudo. O tamanho do circulo € proporcional a quantidade de individuos
que compartilham o mesmo haplétipo. Verde = América do Sul; Vermelho = Asia; Roxo = Europa; Azul = América Centro Norte;

Amarelo = Oceania.
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A andlise de variancia molecular (AMOVA) entre todos os cinco
grupos de amostras revelou um valor do indice de fixagdo interpopulacional moderado (FST =
0,0505), indicando uma média estruturagdo genética entre os componentes dos diferentes

grupos (Tabela 4).

Tabela 4. Analise de variancia molecular (AMOVA) e FST, utilizando marcador /7S entre o
grupo de C. acutatum. *P < 0,05.

S d C t % d
Populacao Fonte de variacao oma cos 0mp0f1en~ e A) e~ FST

quadrados de variacao variacio

Entre os grupos 4,715 -0,38519 -18,04 0,05505%*

Entre individuos dentro 16,114 0.50275 23.54

Grupos de grupos
Dentro de grupos 171,537 2,01808 94,50
Total 1482,763 5,48480

Quando comparados estes mesmos indices par a par (Tabela 5), nota-
se que para a maioria das comparagdes entre os grupos hé indicagdes da existéncia de baixo,
médio e alto nivel de estruturacdo genética populacional, exceto para a comparagdo entre os

grupos América do Sul — Asia e Asia — Europa (FST = 0,00000).

Tabela 5. indices de Fixagio Interpopulacional (FST) par a par, entre os grupos de C.
acutatum. *P < 0.05.

1 2 3 4 5
1 0,00000 * * - -
2 0,00000+-0,0000 0,00000 * - -
3 0,04505+-0,0244 0,00000+-0.0000 0.00000 - -
4 0,23423+-0,0278 0,12613+-0,0388 0,47748+-0,0718 0,00000 -
5 0,29730+-0,0385 0,64865+-0,0446 0,09910+-0,0286 0,18018+-0,0271 0,00000

1 = América do Sul; 2 = Asia; 3 = Europa; 4 = América Centro Norte; 5 = Oceania
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Os grupos de individuos de C. gloeosporioides provenientes das
localidades Asia, América do Sul ¢ América Centro Norte revelam alta diversidade génica
(0,9227; 0,8932; 0,8736 respectivamente) e diversidade nucleotidica (0,100270; 0,076364;
0,105547, respectivamente), indicativo de alta variabilidade genética nestes grupos (Tabela 6).
Por outro lado, o grupo da Africa mostra uma média variabilidade genética, a Europa ¢ a

Oceania com um nulo indice de diversidade genética.

Tabela 6. Diversidade Génica (DG), Diversidade Nucleotidica (DN), Numero de Haplotipos
(NH) e Numero amostral (NA).

DG DN NH NA
Europa 0,0000 +/- 0,0000 0,000000 +/- 0,000000 1 2
Oceania 0,0000 +/- 0,0000 0,000000 +/- 0,000000 1 2
Africa 0,6667 +/- 0,2041 0,017391 +/- 0,014589 2 4
América do Sul 0,8932 +/- 0,0201 0,076364 +/- 0,039305 27 112
América Centro Norte 0,8736 +/- 0,0310 0,105547 +/- 0,054607 8 30
Asia 0,9227 +/- 0,0111 0,100270 +/- 0,050646 25 128

Pela analise da Tabela 6 e da Figura 11 ¢é possivel verificar a
heterogeneidade da distribuigdo dos 64 haplotipos dentro dos seis grupos. O da América do
Sul foi o que apresentou a maior quantidade de haplotipos (NH=27), enquanto que os grupos

Oceania e Europa foram os que apresentaram menor quantidade de haplotipos (NH=1).
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Figura 11. Rede de haplotipos de C. gloeosporioides calculada pelo método Median-Joining.
Os circulos coloridos representam as localidades, junto aos haplotipos encontrados no presente
estudo. O tamanho do circulo é proporcional & quantidade de individuos que compartilham o

mesmo haplotipo. Verde = América do Sul; Vermelho = Asia; Roxo = Europa; Azul =
América Centro Norte; Amarelo = Oceania; Preto = Africa.

A andlise de varidncia molecular (AMOVA) entre todos os cinco
grupos de amostras revelou um valor do indice de fixagdo interpopulacional moderado (FST =
0,06251), indicando uma media estruturagdo genética entre os componentes dos diferentes

grupos (Tabela 7).
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Tabela 7. Andlise de variancia molecular (AMOVA) e FST, utilizando marcador /7S entre o
grupo de C. gloeosporioides. *P < 0.05.

t (1)
Populagao Fonte de variacao Soma dos Compoilen~ es A’ de~ FST
quadrados de variacao variacao
Entre os grupos 82.151 1.91383 34.89 0.06251*
Entre individuos dentro de 5000 1.57098 1864
Grupos grupos
Dentro de grupos 1398.612 5.14195 93.75
Total 1482.763 5.48480

Quando comparados estes mesmos indices par a par (Tabela 8), nota-
se que para a maioria das comparagdes entre os grupos ha indicagdes da existéncia de baixo,

médio e alto nivel de estruturag@o genética populacional.

Tabela 8. indices de Fixacio Interpopulacional (FST) par a par, entre os grupos de C.
gloeosporioides. *P < 0.05.

1 2 3 4 5 6
1 0.00000 - - - - -
2 1.00000 0.00000 - - - -
3 0.59322 0.11111 0.00000 - - -
4 -0.09607 -0.21644 -0.02135 0.00000 * *
5 0.08365 0.05916 0.13181 0.15814 0.00000 *
6 -0.01811 -0.08930 0.01974 0.06073 0.02668 0.00000

1 = Europa; 2 = Oceania; 3 = Africa; 4 = América do Sul; 5 = América Centro Norte; 6 = Asia
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7 DISCUSSAO

Em paises como: Brasil, Malésia, Tailandia, Indonésia e India, além de
C. acutatum e C. gloeosporioides, foi encontrado Oidium heveae causador da queda
secundaria das folhas “Secondary Leaf Fall”, atingindo as folhas novas em desenvolvimento
as quais sao altamente suscetiveis ao ataque do fungo.

Nas Figuras 3, 4 e 5 podemos observar como os trés tipos de analises,
ainda sendo diferentes, resgatam topologia bastante semelhante, separando as amostras em
dois grandes grupos, com composi¢des idénticas, permitindo a nitida distin¢do dos grupos de
C. gloeosporioides e C. acutatum, semelhante aos resultados encontrados em outros trabalhos
de genética com Colletotrichum (Jayasinghe, 1997; Damm, 2012; Weir, 2012; Ribeiro, 2009).

As amostras do ramo menos derivado foram retiradas da andlise
sobrando dois grupos identificados como C. gloeosporioides e C. acutatum. Um total de 13
sequéncias, foram removidas das analises subsequentes, das quais 12 foram selecionadas do
GenBank e uma amostra J17 coletada em campo, a qual apresentava um tamanho menor em
comparagdo com as outras, e muitos “gaps”. As 12 amostras do GenBank possivelmente
podiam estar mal sequenciadas ou mal identificadas.

As analises filogenéticas também nos permitiram observar que as
sequéncias selecionadas como espécies diferentes no GenBank, apresentaram problemas falsos

de identificagdo, ja que elas foram colocadas dentro dos dois grandes grupos.
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Dentro das andlises filogenéticas vemos que a divergéncia maxima
entre os haplotipos de C. gloeosporioides ¢ muito maior do que a existente dentro de C.
acutatum. Isto pode nos indicar que controle para C. gloeosporioides pode ser bem mais
dificil, devido a essa grande variabilidade genética, tal como observado por Freeman (2000).

Nas andlises populacionais, como ilustrado nas Figuras 6 ¢ 10,
observa-se que C. acutatum possui muitos haplotipos bastantes distribuidos pelo mundo. Por
outro lado, na América do Sul, possui varios exclusivos, incluindo o haplétipo mais frequente
encontrado dentre as amostras analisadas da espécie.

Duas hipoéteses principais podem explicar esse cenario, além do porqué
um haploétipo tdo frequente na América do Sul é exclusivo dessa regido. Uma primeira
hipdtese ¢ que haplotipo H1 poderia ter surgindo no Brasil e ndo ter sido exportado para o
resto do mundo. A segunda hipotese seria que esse haplotipo ter sido produzido no Brasil e
ndo se adaptado ao resto do mundo. Acredita-se que a segunda hipotese dois seja mais
plausivel, uma vez que, embora o Brasil ndo seja grande exportador de borracha como os
paises do sudeste asiatico. O Brasil ¢ um grande exportador de muitos outros cultivares nos
quais também poderiam ser levados fungos portadores desse haplotipo, sugerindo que o
mesmo possa ter sido exportado com outros cultivares e nao se adaptado a condi¢des de outros
continentes. Essas linhagens mostram que a maior diversidade encontrada no Brasil, resultam
da alta amostragem realizada nessa regiao.

Tais informacdes sdo extremadamente importantes, pois a
identificagdo de linhagens adaptadas a determinada regido ambiental, pode dar referéncia de
como podem ser realizados controles eficientes nas linhagens que sdo bastante frequentes na
América do Sul. Pensando em medidas de controle adotadas em outras regides do mundo,
poderiamos desenvolver mecanismos mais eficientes no controle do fungo no Brasil.

O segundo haplotipo mais frequente de C. acutatum esta presente na
Oceania, na América do Sul e na Asia. Possivelmente esse haplotipo esteja presente em uma
linhagem mais generalista, que consegue se adaptar em qualquer uma dessas trés condig¢des
ambientais.

Em C. gloeosporioides existem algumas semelhancas com C.
acutatum, principalmente quanto a existéncia de um haplétipo com uma frequéncia muita mais

elevada. Por outro lado esse haplotipo ndo ¢ exclusivo da América como no caso do C.
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acutatum. Esse haplotipo bastante frequente em C. gloeosporioides estd amplamente
distribuido, em todas as regides analisadas (Weir, 2012).

Esse haplotipo tao frequente e distribuido no mundo pode ser indicio
de selecdo de uma linhagem resistente a tratamentos de controle. O que pode nos levar a
necessidade nas mudangas de métodos de controle diferentes dos atuais. Isso mostra indicios
desse haplotipo pertencer a uma regido especifica exportadora de linhagens altamente
adaptaveis ao meio.

Essa troca de haplotipos entre as regides geograficas, que em geral sao
bastante altas, e estdo bem distribuidas no mundo, pode ser consequéncia de toda essa troca de
cultivares entre as regides produtoras de seringueira. Um fato disso é que alguns haplotipos de
C. gloeosporioides e C. acutatum estdo presentes em diversos paises heveicolas do mundo, e
com uma frequéncia bastante elevada. E o caso da Colombia e Brasil que tem apresentado nos
ultimos anos (2009, 2010, 2011, 2012, e 2013) ataques severos de antracnoses das folhas em
todos seus cultivares.

Na Figura 8 e 9, pudemos observar dentro da andlise referente aos
tecidos que ndo existem linhagens de C. acutatum e C. gloeosporioides exclusivas para cada
tecido vegetal especifico. O que quer dizer que linhagens que estdo presentes em folha, podem
estar presentes em fruto, ramos e painel de sangria e vise versa. Isto reforca as conclusdes por
Sierra & Furtado (2010), onde foram realizados testes de patogenicidade, com isolados
coletados de diferentes tecidos da planta (Painel, folha, fruto e ramos) e que levou a infec¢ao
dos tecidos sem se importar com a especificidade.

Sierra & Furtado (2010), relataram que existe uma populagdo alta de
C. acutatum dentro das amostras coletadas em campo em comparacao com C. gloeosporioides
que sempre ¢ encontrado em baixa quantidade nos tecidos coletados. Isto ndo significa que as
linhagens de C. gloeosporioides sejam menos patogénicas. Pelo contrario, o estudo permitiu
observar a alta agressividade das linhagens de C. gloeosporioides frente a C. acutatum.

Nas Figuras 10 e 11, podemos observar também como algumas
linhagens sdo bem independentes das outras. Tendo claro que o tamanho da amostra ainda ¢
muito pequeno para um diagnostico profundo, mas que permite ter ideia do que se trata. Na

rede de haplotipos da Figura 11 ¢€ possivel detectar a tendéncia de formagao de agrupamentos,
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sendo clara constatar a separagdo de trés grandes grupos: América do Sul (verde), América
Centro Norte (Azul) e Asia (vermelho).

Os outros dois grupos de menor representatividade sdo Oceania
(amarelo) e Africa (preto). Para esses dois grupos se fazem necessario mais sequéncias para a
construcao de uma rede mais fidedigna e consistente.

Na Tabela 6, nota-se que os grupos da Asia e América do Sul, sdo
aqueles com melhores indices de variabilidade genética, embora ndo necessariamente 0s
grupos com maior diversidade nucleotidica. Isto pode ser explicado talvez, pelo reduzido
nimero de amostras dos outros grupos, impossibilitaram detectar a presenca de mais
haplotipos por uma simples falha de amostragem. Isto pode ser verificado pela presenca de
varios haplotipos hipotéticos presentes nas redes.

Na Tabela 7, nota-se que a maior fonte de variacdo genética esta
contida dentro dos grupos (93,75%). Com base nessa informagdo, juntamente com o FST
global (0,06251) estatisticamente significativo ao nivel de 1% de significancia, ¢ possivel
sugerirmos que a maior parte da variacao genética detectada estd contida dentro de cada grupo
e ndo entre eles.

Para saber se estes valores correspondem a grupos estruturados
geneticamente ou nao, Wright (1978) propds uma escala que determinava qualitativamente as
comparagdoes par a par: 0,05 pequena diferenciagdo genética; 0,05 - 0,15 moderada
diferenciagdo; 0,15 - 0,25 grande diferenciacdo; acima de 0,25 diferenciacdo muito elevada.

Agrupamentos e diferenciacdo de espécies vém sendo estudados em
relagcdo a C. acutatum e C. gloeosporioides. O que tem permitido visualizar dentro de anélises
filogenéticos conceitos e resultados contundentes, resultando assim ragas e complexos
importantes para o estudo de linhagens dentro e fora de Colletotrichum (Damm, 2012;

Freeman, 2000; Weir, 2012).
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Andlises filogenéticas e estudo populacional revelam a
confiabilidade dos resultados, mostrando que ¢ possivel visualizar
grupos de haplotipos distintos dentro de espécies;

O haplotipo H1 de C. acutatum ¢ uma linhagem aparentemente
exclusiva da regido americana, o que pode revelar origem e
dispersao dos haplétipos. Esse Haplotipo € importante, j& que para
métodos de diagnose se converte em uma ferramenta importante
para o controle da antracnose nas areas produtoras de seringueira;
A rede de hapldtipos permite a visualizacdo dos haplotipos em
grupos e sua dispersdo genética nas localidades;

A analise de rede de haplotipos de tecidos ndo foi estatisticamente
significativa, pelo nimero de amostras serem insuficientes;

Dentro do trabalho podemos observar como existe uma alta
variabilidade genética e diversidade espalhada por todo o mundo;
Trabalhos futuros se fazem necessdrios para avaliar outras
possiveis regides que permitam um estudo mais aprofundado,
caracterizar e agrupar novas linhagens dentro de grupos de

haploétipos distintos.
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