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COMPLEXOS DE ESPECIES DE Colletotrichum ASSOCIADOS AOS CITROS E A
OUTRAS FRUTIFERAS NO BRASIL

RESUMO

Colletotrichum é um género de fungo polifago e cosmopolita e, dada a sua diversidade
de estratégias de vida, possui alta complexidade taxondmica. Em citros, quatro
complexos de espécies ja foram relatados no mundo, dentre os quais apenas 0s
complexos Gloeosporioides e Acutatum foram associados a Podridao Floral dos Citros
(PFC) no Brasil. Este trabalho teve por objetivo identificar os complexos de espécies
de Colletotrichum associados aos citros e a frutiferas localizadas nos arredores de
pomares citricos no estado de S&o Paulo. Foram obtidos 444 isolados de
Colletotrichum, os quais foram submetidos a triagem por PCR e marcadores ISSR
visando a selecao de representantes para o sequenciamento da regiao ITS e genes
GAPDH, TUB2, ACT, CHS-1 e GS. Dos 376 isolados oriundos de citros, 309
pertenceram ao complexo Gloeosporioides, 34 a Boninense, 31 a Acutatum e dois a
Gigasporum. Os complexos Gloeosporioides e Boninense também foram encontrados
em mangueiras, goiabeiras, mamoeiros, cajueiros e bananeiras. Ja a espécie C.
gigasporum, do complexo Gigasporum, foi encontrada, além dos citros, em folhas de
goiabeiras, assim como a espécie C. aracearum, do complexo Cliviae, que foi
encontrada apenas em mamoeiros, sendo este o primeiro relato de tais espécies
ocorrendo nestas frutiferas no mundo. Ainda em relacdo ao mundo, outros resultados
inéditos foram obtidos, como a identificacdo da espécie C. siamense, do complexo
Gloeosporioides, em goiabeiras e cajueiros, C. karstii, do complexo Boninense, em
goiabeiras, cajueiros e bananeiras e outras duas espécies de Colletotrichum ainda
nao identificadas, também pertencentes a este complexo, em limeira e mamoeiro. A
analise com marcadores ISSR mostrou que isolados de diferentes hospedeiros
agruparam-se entre si, sendo este um indicativo do compartilhamento de hospedeiros
por espécies de Colletotrichum, o que veio a ser comprovado pelos testes de
patogenicidade que ja indicaram a capacidade das espécies C. siamense, C. asianum,

C. gigasporum e C. aracearum de ocasionar sintomas de PFC em laranjeiras doces.

Palavras-chave: Citrus spp., analise polifasica, marcadores ISSR.



Colletotrichum SPECIES COMPLEX ASSOCIATED TO CITRUS AND OTHER
FRUIT PLANTS IN BRAZIL

ABSTRACT

Colletotrichum is a polyphagous and cosmopolitan fungus that presents high
taxonomic complexity owing to its diversity of life strategies. In citrus, four species
complexes have already been reported in the world, of which only the Gloeosporioides
and Acutatum complexes were associated with Postbloom Fruit Drop (PFD) in Brazil.
The objective of this work was to identify the Colletotrichum species complexes
associated to citrus and fruit trees located in the proximity of citrus orchards in the state
of Sdo Paulo. A total of 444 Colletotrichum isolates were obtained, which were
subjected to PCR and ISSR markers screening in order to select representatives for
sequencing of ITS region and GAPDH, TUB2, ACT, CHS-1 and GS genes. Of the 376
isolates obtained from citrus, 309 belonged to the Gloeosporioides complex, 34 to
Boninense, 31 to Acutatum and two to Gigasporum. The Gloeosporioides and
Boninense complexes were also found in mangoes, guava, papaya, cashew and
banana plants. C. gigasporum species was found, besides the citrus, only in guava
leaves, as well as the C. aracearum species was found only in papaya, being the first
report of such species occurring in these fruit plants in the world. Still regarding the
world, other unpublished results were obtained, such as the identification of C.
siamense, of the Gloeosporioides complex, in guava and cashew plants, C. karstii, of
the Boninense complex, in guava, cashew and banana plants, and two other species
of Colletotrichum not yet identified, also belonging to this complex, in lime and papaya
plants. The ISSR markers analysis showed that isolates from different hosts were
grouped together, being an indicative of hosts sharing among Colletotrichum species,
which came to be proven by the pathogenicity tests that have revealed the capacity of
C. siamense, C. asianum, C. gigasporum and C. aracearum species to cause PFD

symptoms in sweet orange.

Keywords: Citrus spp., Polyphasic analysis, ISSR markers.



1. INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor de frutas tropicais, laranja doce e de suco de laranja
do mundo (PINTO; JACOMINO, 2013; USDA, 2017). Tamanha produgdao vem
acompanhada das preocupacdes e dificuldades de controle das doencas ocasionadas
por fungos. Temperaturas constantemente elevadas, chuvas frequentes e umidade
relativa alta, além de longos periodos de enfolhamento, formam um ambiente
altamente favoravel para o desenvolvimento e manutencdo dos fungos. Assim, o
cultivo de plantas perenes requer que o produtor proteja tanto a safra de frutos anual
guanto mantenha a planta saudavel por muitos anos a fim de garantir sua capacidade
produtiva mesmo na presenca do patdgeno. Estas sdo as razdes pelas quais o
controle de doencas fungicas em culturas perenes tropicais constitui um dos maiores
desafios (DRENTH; GUEST, 2016).

O género Colletotrichum foi recentemente incluido na lista dos dez mais
importantes fungos fitopatogénicos do mundo, tanto pela sua relevancia cientifica,
como pela importancia econdmica (DEAN et al., 2012). Espécies de Colletotrichum
infectam mais de 30 géneros de plantas (DAMM et al., 2012a, b; FARR; ROSSMAN,
2017), causando antracnose e doencas de poés-colheita em culturas tropicais,
subtropicais e temperadas, dentre as quais as frutiferas sdo as mais afetadas
(CANNON et al., 2012; DEAN et al., 2012), tais como cajueiros, mamoeiros, videiras,
citros, abacateiros, mangueiras, goiabeiras, dentre outras (LOPEZ; LUCAS, 2010;
MAHARAJ; RAMPERSAD, 2012; UDAYANGA et al., 2013; YAN et al., 2015; AIELLO
et al., 2015; HUNUPOLAGAMA et al., 2015; BRAGANCA et al., 2016; PARDO-DE LA
HOZ et al., 2016).

A diversidade das estratégias de sobrevivéncia e ciclos de vida de espécies de
Colletotrichum séo caracteristicas responsaveis pela sua alta complexidade
taxonébmica (SHARMA; SHENOY, 2016). Por este motivo, recentemente foi
estabelecida a reclassificacdo de espécies deste género de fungo, a qual encontra-se
em transicdo (CANNON et al.,, 2012; DAMM et al., 2012a, b, 2013, 2014; WEIR;
JOHNSTON; DAMM, 2012). Até o momento, foram reconhecidas 218 espécies de

Colletotrichum, sendo a maioria destas subdivididas em 12 complexos de espécies e,



outras, consideradas espécies individuais (JAYAWARDENA et al., 2016b; LIU et al.,
2016b; DOUANLA-MELI; UNGER, 2017; GUARNACCIA et al., 2017).

Em citros, 23 espécies de Colletotrichum j& foram descritas no mundo, sendo
20 associadas a antracnose e quatro a Podridao Floral dos citros (PFC) (HUANG et
al., 2013; RAMOS et al., 2016; DOUANLA-MELI; UNGER, 2017). No Brasil, sob
condicbes de temperatura favoraveis ao fungo, a PFC pode atingir até 100% de
incidéncia nos pomares e pode acarretar até 80% de perda de producdo (GOES;
KUPPER, 2002; GOES et al., 2008; SOARES-COLLETTI; ALVARES; SENTELHAS,
2016). Dentre as varias espécies de Colletotrichum relatadas em citros, somente C.
acutatum, C. gloeosporioides e C. abscissum foram associadas a PFC no Brasil
(BROWN et al., 1996; LIMA et al., 2011; SILVA et al., 2017). J& com relacao a outras
frutiferas, no pais, foram relatadas nove espécies de Colletotrichum ocasionando
sintomas de antracnose em mangueiras, goiabeiras e mamoeiros (VIEIRA;
NASCIMENTO; MICHEREFF, 2013; LIMA et al., 2013a, b, 2014; VIEIRA et al., 2014;
BRAGANCA et al., 2016; STRACIERI et al., 2016).

O impacto das doencas ocasionadas por Colletotrichum em frutiferas tropicais
gera um problema em larga escala relacionado ao crescente aumento no transito de
materiais vegetais e comércio dentro e entre paises tropicais, onde ha maior
biodiversidade de fungos fitopatogénicos. Desta forma, conhecer as espécies de
fungos associadas as principais doengas agricolas em cada pais contribui para que
medidas protetivas sejam alocadas precisamente em cada area (DRENTH; GUEST,
2016). Tendo isto em vista, 0 objetivo deste trabalho foi conhecer as espécies de
Colletotrichum atualmente associadas aos citros no estado de S&o Paulo e,
adicionalmente, compara-las com espécies encontradas em outras frutiferas

cultivadas proximas aos pomares citricos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Colletotrichum: um género de fungo multi-hospedeiro em plantas

O género Colletotrichum, descrito por Corda (1831), pertence a familia
Glomerellaceae (Glomerellales, Sordariomycetes), sendo este o Unico membro desta
familia (MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2015, 2016). Fungos deste género séo
organismos complexos e muito adaptados ao seu principal hospedeiro, as plantas
(SERFLING; WOHLRAB; DEISING, 2007; O'CONNELL et al., 2012, GAN et al., 2016;
MASCARIN et al., 2016; BARONCELLI et al., 2017). Espécies de Colletotrichum
colonizam uma grande variedade de plantas e podem obter nutrientes de forma
necrotrofica, hemibiotréfica e endofitica, além de poderem comportar-se como
biotroficos (PRUSKY et al., 2013; HYDE et al., 2014; JAYAWARDENA et al., 2016a).

Muitas espécies do fungo séo utilizadas como modelos para estudos do ciclo
de vida hemibiotréfico (BERGSTROM; NICHOLSON, 1999; MUNCH et al.,
2008; O'CONNELL et al., 2012; VARGAS et al., 2012). Fungos hemibiotréficos
inicialmente infectam o hospedeiro por meio de uma breve fase biotréfica, a qual esta
associada com a producao de uma grande hifa intracelular primaria que pode infectar
as células sem causar a sua morte. Apos a infeccdo primaria, o fungo sofre uma
transicdo para a fase necrotréfica, durante a qual pequenas hifas secundarias séo
produzidas e se espalham através do tecido do hospedeiro causando lesdes
necroticas (PERFECT et al.,, 1999; O'CONNELL et al., 2012). Na transicdo do
patogeno de biotréfico para necrotréfico, muitos genes sao transcritos
sucessivamente. Efetores e enzimas do metabolismo secundério séo induzidos antes
da penetracdo e durante a fase biotréfica, enquanto muitas hidrolases e
transportadores sdo superexpressos no momento da troca para a fase necrotréfica
(O’'CONNELL et al., 2012).

Fungos do género Colletotrichum utilizam diferentes estratégias para invadir a
parede celular das plantas e utilizam os sinais do hospedeiro, derivados da percepcao
da pré-invasao, para reprogramar a sua expressao génica e alterar o seu ciclo de vida
para necrotrofico (O'CONNELL et al.,, 2012). Embora as espécies deste género

estejam melhor adaptadas a hospedeiros especificos (O'CONNELL et al., 2012), na
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maioria das vezes, ndo possuem especificidade de hospedeiro, podendo infectar e
ocasionar sintomas, mesmo que mais brandos, em plantas que ndo fazem parte da
sua predilecdo (PERES et al.,, 2008; PHOULIVONG; MCKENZIE; HYDE, 2012;
SOUZA et al., 2013; SAKINAH; SUZIANTI; LATIFFAH, 2014; BRAGANCA et al.,
2016).

Espécies de Colletotrichum podem infectar mais de 30 géneros de plantas
(PERFECT et al., 1999; DAMM et al. 2012a, b; FARR; ROSSMAN, 2017), causando
doencas em pré- e pos-colheita em culturas tropicais, subtropicais e temperadas
(HYDE et al., 2009b; CANNON et al., 2012; DEAN et al., 2012), tais como: inhame
(ABANG et al., 2003), pimenta (THAN et al., 2008), banana (ZAKARIA et al., 2009),
gramineas (CROUCH et al., 2009), milho (CROUCH; BEIRN, 2009), caju (LOPEZ,
LUCAS, 2010), orquideas (YANG et al., 2011), maméo (MAHARAJ; RAMPERSAD,
2012), café (UDAYANGA et al., 2013), morango (UDAYANGA et al., 2013), abacate
(HUNUPOLAGAMA et al., 2015), citros (AIELLO et al., 2015), uva (YAN et al., 2015),
oliveiras (SCHENA et al., 2014), goiaba (BRAGANCA et al., 2016), manga (PARDO-
DE LA HOZ et al., 2016), soja (ROGERIO et al., 2017) e algoddo (MVORENO-MORAN;
BURBANO-FIGUEROA, 2017).

Muitas espécies de Colletotrichum, caracterizadas como endofiticas, tém sido
isoladas de tecidos assintomaticos de angiospermas, coniferas, samambaias, liquens
e gramineas (BUSSABAN et al., 2001; LIU; XIE; DUAN, 2007; MANAMGODA et al.,
2013; TAO et al., 2013; HYDE et al., 2014). No entanto, mesmo em culturas nas quais
este género de fungo possui conhecido potencial patogénico, é possivel encontra-lo
em tecidos sadios (PERES et al., 2005). Assim, salienta-se que espécies endofiticas
de Colletotrichum podem ser patdgenos latentes (LU et al., 2007; LIU et al., 2015).
Além de patogénicas e endofiticas, espécies deste fungo podem ser encontradas em
tecidos vegetais mortos e, portanto, serem saprofiticas (PHOTITA et al., 2005;
JAYAWARDENA et al., 2016b). Algumas espécies de Colletotrichum podem ser
patogénicas para humanos (SHIVAPRAKASH et al., 2011; NATARAJAN et al., 2013;
SQUISSATO et al., 2015) e insetos, tais como C. fioriniae (DAMM et al., 2012a) e C.
nymphaeae (MASCARIN et al., 2016). Além disso, C. acutatum foi relatado, inclusive,
colonizando ecossistemas marinhos (MANIRE et al., 2002; NAMIKOSHI et al., 2002).



A diversidade das estratégias de sobrevivéncia e ciclos de vida do género
Colletotrichum séo caracteristicas notaveis deste fungo e responsaveis pela sua alta
diversidade genética e complexidade taxondmica (SHARMA; SHENOY, 2016). Por
este motivo, este género de fungo tem passado por frequentes mudancas
taxondémicas nas ultimas décadas, com fusao e adicdo de muitas espécies (CANNON;
BUDDIE; BRIDGE, 2008; CAl et al., 2009; DAMM et al., 2009, 2012a, b, 2013, 2014,
WEIR; JOHNSTON; DAMM, 2012; LIU et al., 2014, 2015, 20164, b). Tais mudancas
se devem, inclusive, a falta de caracteres morfolégicos distintos entre as espécies, 0s
quais foram inicialmente utilizados para sua identificacdo (VON ARX, 1957; SUTTON,
1980, 1992; CAl et al., 2009; HYDE et al., 2009 a,b; CANNON et al., 2012). A falta de
entendimento sobre a inespecificidade de hospedeiro do fungo também levou a
classificacdo errbnea de muitas espécies, que anteriormente foram nomeadas de
acordo com o hospedeiro dos quais provieram (JOHNSTON et al., 2005; CAl et al.,
2009).

O conceito taxondmico para classificacdo de espécies de Colletotrichum
encontra-se em fase de transicdo, no entanto, muitos clados monofiléticos principais
ou complexos de espécies ja foram definidos (CANNON et al., 2012; DAMM et al.,
2012a, b, 2013, 2014; WEIR; JOHNSTON; DAMM, 2012). Um epitipo de uma espécie
de Colletotrichum deve ter caracteristicas morfologicas similares a descricéo original
ou ao holotipo, e ser originario de uma mesma regido geogréafica e hospedeiro
(ARIYAWANSA et al., 2014). Assim, a identificacdo de epi- ou neotipos de espécies
de Colletotrichum deve seguir critérios estabelecidos pelo International Code of
Nomenclature for Algae, Fungi and Plants (HAWKSWORTH et al., 2011).

2.2. O género Colletrichum: espécies e complexos de espécies

Os complexos de espécies ou sensu lato, designacfes amplamente utilizadas
para classificacdo de espécies do género Colletotrichum, possuem a finalidade de
agregar o crescente numero de espécies descritas e que formam clados sub-
genéricos monofiléticos (BARONCELLI et al., 2017). J& a denominagdo sensu stricto

€ dada as espécies de Colletotrichum unicas que formam clados monofiléticos



compostos por apenas uma espécie (CAl et al., 2009; CANNON et al., 2012; MCNEILL
et al., 2012; HYDE et al., 2014).

Até recentemente, o género Colletotrichum contava com 189 espécies
reconhecidas, subdivididas em 11 complexos, e 23 espécies Unicas (JAYAWARDENA
et al., 2016b). No entanto, até o presente momento, este género de fungo ja conta
com outras espécies em adicdo aquelas compiladas por Jayawardena et al. (2016b),
sendo estas C. sichuanensis (LIU et al., 2016b), C. citri-maximae (DOUANLA-MELI;
UNGER, 2017), C. catinaense, C. limonicola, C. helleniense e C. hystricis
(GUARNACCIA et al., 2017). Assim, 12 complexos de Colletotrichum séo atualmente
reconhecidos: Acutatum, Boninense, Caudatum, Dematium, Destructivum,
Gigasporum, Gloeosporioides, Graminicola, Orbiculare, Spaethianum, Truncatum
(JAYAWARDENA et al., 2016b) e o complexo Cliviae, recentemente proposto por
Douanla-Meli, Unger e Langer (2017).

O complexo Acutatum € composto por 34 espécies, incluindo C. acutatum e C.
abscissum. Os membros deste complexo frequentemente causam podridao em frutos
e possuem conidios com pelo menos uma das extremidades aguda (DAMM et al.,
2012b). Sdo considerados cosmopolitas e estdo associados a mais de 90 géneros de
plantas (BARONCELLI et al., 2017), embora algumas espécies sejam patogénicas a
hospedeiros especificos (TALHINHAS; BARONCELLI; LE FLOCH, 2016).

O complexo Boninense é composto por C. boninense, C. karstii e outras 17
espécies que possuem conidios com uma cicatriz basal proeminente e células
conidiogénicas com consideravel espessamento periclinal (DAMM et al., 2012a). As
espécies deste complexo sdo endofiticas a uma ampla gama de hospedeiros e séo
frequentemente associadas a sintomas de antracnose em folhas e frutos (DAMM et
al., 2012a).

O complexo Caudatum é constituido por sete espécies, sendo estes C. alcorni,
C. baltimorense, C. caudasporum, C. caudatum, C. duyunensis, C. ochracea, C.
somersetense e C. zoysia (JAYAWARDENA et al., 2016b). Estas espécies podem ser
distinguiveis das demais pela presenca de um apéndice filiforme no apice dos conidios
(CROUCH, 2014).



O complexo Cliviae foi recentemente proposto para englobar quatro espécies,
C. aracearum, C. cliviae, C. orchidearum e C. sichuanensis, que podem ser tanto
fitopatogénicas quanto endofiticas (DOUANLA-MELI; UNGER; LANGER, 2017).

O complexo Dematium engloba C. dematium e outras dez espécies, incluindo
C. lineola que é o epitipo do género Colletotrichum (DAMM et al., 2009). Os conidios
das espécies deste complexo apresentam a base truncada e uma parte central quase
reta que se curva abruptamente em dire¢do ao 4pice, o que Ihes confere um formato
quase angular. As espécies deste complexo sdo em sua maioria sapréfitas (DAMM et
al., 2009).

O complexo Destructivum é composto por C. destructivum e mais 14 espécies,
as quais sao principalmente patogénicas as plantas e apresentam ciclo de vida
hemibiotrofico (DAMM et al., 2014). Espécies deste complexo sé@o caracterizadas por
apresentarem conidios ligeiramente curvados devido as suas extremidades
unilateralmente afuniladas e pelo acérvulo pequeno, quase imperceptivel (DAMM et
al., 2014).

O complexo Gigasporum é formado por oito espécies, C. arxii, C. citri-maximae,
C. gigasporum, C. magnisporum, C. pseudomajus, C. radicis, C. thailandicum e C.
vietnamense (LIU et al., 2014; DOUANLA-MELI; UNGER, 2017), as quais s&o
caracterizadas pela formacgao de conidios grandes (> 20 um) (LIU et al., 2014). As
espécies deste complexo sdo comumente encontradas como endofiticas, mas
também podem ser patogénicas para plantas (RAKOTONIRIANA et al., 2013; LIU et
al., 2014; HUNUPOLAGAMA et al., 2015) e humanos, no caso da espécie C.
gigasporum (CASTRO et al., 2001; LIU et al., 2014).

O complexo Gloeosporioides engloba C. gloeosporioides e outras 37 espécies
intimamente relacionadas que podem ser tanto patogénicas (WEIR; JOHNSTON;
DAMM, 2012) quanto endofiticas (LIU et al., 2015). Os conidios destas espécies de
fungos sao cilindricos, com as extremidades arredondadas que se afunilam
ligeiramente em direcdo a base (WEIR; JOHNSTON; DAMM, 2012). Espécies deste
complexo, tais como C. gloeosporioides, C. siamense e C. asianum sao cosmopolitas
e infectam uma ampla gama de hospedeiros (WEIR; JOHNSTON; DAMM, 2012;
KRISHNAPILLAI; WIJERATNAM, 2014; UDAYANGA et al., 2013; SHARMA et al.,
2015; SHARMA; PINNAKA; SHENOY, 2015; JAYAWARDENA et al., 2016b). No



entanto, a espécie mais comumente isolada € C. gloeosporioides (RAMOS et al.,
2016), a qual foi originalmente descrita em citros na Itdlia (PENZIG, 1882). C.
murrayae, também pertencente a este complexo, estd associada & mancha foliar de
Murraya spp. e a sintomas de antracnose em folhas de citros (PENG et al., 2012) e
em folhas e peciolos de morangueiro (HAN et al., 2016).

O complexo Graminicola é composto por C. graminicola e 14 espécies
associadas apenas a certas gramineas (familia Poaceae) (CANNON et al., 2012;
JAYAWARDENA et al.,, 2016b). As espécies deste complexo possuem conidios
amplamente falcados (CROUCH et al., 2009).

O complexo Orbiculare engloba oito espécies, incluindo C. orbiculare, que sao
restritas a hospedeiros de géneros e espécies herbaceas, e possuem ciclo de vida
hemibiotrofico (GOODWIN, 2001; DAMM et al., 2013). Os conidios destas espécies
sao retos e relativamente largos e curtos. Os apressorios sao pequenos e possuem
contorno simples (DAMM et al., 2013).

O complexo Spaethianum inclui C. spaethianum e outras nove espécies que
formam um apressério complexo (DAMM et al., 2009).

Por dltimo, o complexo Truncatum €é formado pelas espécies patogénicas C.
truncatum, C. jasiminigenum, C. fusiforme e C. curcumae (DAMM et al., 2009; WIKEE
et al., 2011), as quais apresentam conidios muito curvados no apice, com base

truncada e aguda, e apressorios agrupados (DAMM et al., 2009).

2.3. Colletotrichum em citros (Citrus spp.)

A industria dos citros € uma das mais importantes do mundo (FAO, 2016). O
Brasil € o maior produtor mundial de suco e fruta fresca de laranja (USDA, 2017), com
mais de 800.000 ha em producédo e rendimento médio superior a 17 milhdes de
toneladas (IBGE, 2015; USDA, 2017). Desta forma, o estudo e o conhecimento de
todos os patdgenos que afetam os citros sdo de suma importancia (GUARNACCIA et
al., 2017).

Analises polifasicas revelaram 20 espécies de Colletotrichum associadas aos
citros pertencentes a seis complexos: (i) Boninense, incluindo C. boninense, C.

citricola, C. constrictum, C. karstii, C. novae-zelandiae, C. catinaense e C. limonicola



(DAMM et al., 2012b; HUANG et al., 2013; GUARNACCIA et al., 2017); (ii) Acutatum,
sendo as espécies encontradas em citros C. abscissum, C. acutatum, C. citri, C.
godetiae, C. johnstonii, C. limetticola e C. simmondsii (DAMM et al., 2012a; PENG et
a., 2012; HUANG et al., 2013; CROUS et al., 2015); (iii) Truncatum, espécie C.
truncatum (DAMM et al., 2009); (iv) Gloeosporioides, englobando as espécies C.
fructicola, C. gloeosporioides, C. kahawae subsp. ciggaro, C. communis sp. nov., C.
helleniense, C. hystricis e C. siamense (WEIR; JOHNSTON; DAMM, 2012; HUANG et
al., 2013; SHARMA; PINNAKA; SHENOQY, 2015; PERRONE et al., 2016; LIU et al.,
2016; GUARNACCIA et al.,, 2017); (v) Gigasporum, espécie C. citri-maximae
(DOUANLA-MELLI; UNGER, 2017); e (vi) Cliviae, espécie C. cliviae (DOUANLA-MELLI;
UNGER; LANGER, 2017). Outras trés espécies individuais de Colletotrichum, C.
brevisporum, C. tropicicola e C. queenslandicum, também ja foram relatadas em citros
(HUANG et al., 2013; KUNTA et al., 2017).

O género Colletotrichum é responséavel por trés importantes doencas que
acometem os citros no mundo: (i) a antracnose em pré e pés-colheita, cujos sintomas
sdo murcha dos ponteiros, manchas foliares e podriddo de frutos, ocasionada por
espécies dos complexos Gloeosporioides, Boninense, Acutatum e Truncatum
(HUANG et al., 2013; HYDE et al., 2014; RHAIEM; TAYLOR, 2016), e pela espécie C.
gueenslandicum, recentemente relatada nos Estados Unidos (KUNTA et al., 2017); (ii)
a antracnose do liméo Galego (Citrus aurantifolia), que afeta flores, folhas, ramos e
frutos, nos quais o patégeno produz lesGes necrdticas que podem ser pequenas ou
atingir inflorescéncias e brotacBes por completo, e estd associada a espécie C.
limetticola (PERES et al., 2008; DAMM et al., 2012a); e (iii) a Podriddo Floral dos
citros (PFC), que € a principal doenca causada por Colletotrichum que afeta os citros
no Brasil (GOES et al., 2008; SILVA-JUNIOR et al., 2014).

No Brasil, sob condi¢des favoraveis, a PFC pode ocasionar perdas de até 80%
na producdo de frutos (GOES; KUPPER, 2002; GOES et al., 2008). Um estudo
agroclimatico realizado no estado de Sdo Paulo mostrou que, sob temperatura de
22°C = 3°C e precipitagdo acumulada de 40 mm, entre o pico de floracdo e 50% de
flores restantes, a incidéncia da PFC pode chegar a 10%. No entanto, sob as mesmas
condicdes, se a precipitagdo acumulada for de 80 mm, a incidéncia da doenca pode

atingir até 60%. Estes dados refletem a caracteristica explosiva da PFC sob condi¢des
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ambientais favoraveis ao fungo (SOARES-COLLETTI; ALVARES; SENTELHAS,
2016).

Inicialmente, a PFC foi atribuida a espécie C. acutatum (BROWN et al., 1996).
Posteriormente, a espécie C. gloeosporioides, comumente encontrada como
endofitica de citros (HUANG et al., 2013; SOUZA et al., 2013; RAMOS et al., 2016;
DOUANLA-MELI; UNGER, 2017), teve sua patogenicidade comprovada e também
passou a ser considerada agente causal da doenca (LIMA et al., 2011; SOUZA et al.,
2013; SILVA-JUNIOR et al.,, 2014). Recentemente, C. abscissum foi relatado
ocorrendo em pomares de citros no estado de Sdo Paulo (CROUS et al., 2015) e, um
estudo realizado por Silva et al. (2017), indicou que esta espécie e C. gloeosporioides
foram as Unicas isoladas de sintomas de PFC neste estado. No entanto, testes de
patogenicidade realizados em plantas citricas em Portugal comprovaram que, mesmo
advindo de outros 6rgdos da planta, C. karstii pode ser patogénico para flores e folhas
de laranjeiras doce, tangerinas e limoeiros (RAMOS et al., 2016), sendo esta mais
uma espécie passivel de ser associada a PFC.

Todas as variedades de laranjeiras doces cultivadas no estado de Sao Paulo sé&o
suscetiveis as espécies de Colletotrichum que ocasionam PFC (GOES et al., 2008).
O patdgeno infecta as pétalas de citros, causando lesdes necréticas de coloracéo
péssego a alaranjada que podem se expandir rapidamente em condicdes favoraveis
de temperatura (TIMMER; BROWN, 2000; TIMMER; PERES, 2015). A penetracéo das
hifas nas pétalas pode ocorrer intra e intercelularmente, e através dos estdmatos,
sendo a penetracdo intercelular a mais frequente (MARQUES et al., 2013). Grupos
inteiros de flores podem ser atacados deixando toda a inflorescéncia com pétalas de
coloracdo laranja a amarronzada (TIMMER; PERES, 2015). Ap6s a queda das
pétalas, o fruto recém-formado apresenta coloracdo amarelo palido e cai, mas o célice
permanece retido ao ramo, o que diferencia a PFC da queda fisiologica de frutos
(TIMMER; BROWN, 2000; LIMA et al., 2011).

O ciclo epidemiolégico da doenca é mantido pela dispersdo de um nuamero
abundante de conidios formado nos aceérvulos, na superficie das flores infectadas, que
sdo dispersos por goticulas de agua para flores saudaveis (TIMMER et al., 1994). O
fungo infecta as flores rapidamente e produz uma infec¢ao extensiva em 48 horas e
acérvulos em 5 dias (AGOSTINI et al., 1992; ZULFIQAR; BRLANSKY; TIMMER,
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1996). Assim, enquanto houver flores no pomar e condi¢cdes ambientais favoraveis a
doenca se espalha pelas plantas.

Os conidios depositados na superficie dos tecidos vegetais formam apressérios
e infecgbes quiescentes que servem como estruturas de sobrevivéncia durante os
periodos em que as flores estdo ausentes. Quando as flores se encontram disponiveis
e expostas a umidade, os apressorios germinardo e produzirdo conidios secundarios
para infecta-las (AGOSTINI; TIMMER 1994; ZULFIQAR; BRLANSKY; TIMMER, 1996;
MACKENZIE et al., 2009). Desta forma, as primeiras pétalas produzidas na primavera,
provavelmente, estimulam a germinacdo de apressorios e a formacdo de conidios
para iniciar um novo ciclo de infeccdo (TIMMER; PERES, 2015).

Em laranjeiras doces, o fungo exerce o ciclo de vida necrotréfico nas flores e
biotréfico nas folhas (PERES et al., 2005; MACKENZIE et al., 2009). O fungo se
reproduz primariamente nas pétalas e, portanto, ndo se reproduz na auséncia das
mesmas (ZULFIQAR; BRLANSKY; TIMMER, 1996; TIMMER; PERES, 2015). O
controle da PFC se da pela unido de métodos culturais, tais como florescimento
compacto e em um curto periodo de tempo, aplicacao de fungicidas efetivos e modelos
preditivos de temperatura, umidade e producdo de inoculo (GOES et al., 2008;
TIMMER; PERES, 2015; SOARES-COLLETTI; ALVARES; SENTELHAS, 2016).

2.4. Antracnose em frutiferas

A antracnose € uma doenca que engloba sintomas ocasionados por diferentes
fungos, dentre os quais destaca-se o género Colletotrichum, que infecta diversas
espécies de frutiferas tropicais, subtropicais e temperadas, nas quais pode ocasionar
prejuizos tanto em pré- como em pds-colheita (PERES et al., 2002; LOPEZ; LUCAS,
2010; NGUYEN et al., 2010).

Em mangueiras (Mangifera indica L.), os sintomas de antracnose ocorrem em
todos os 6rgdos da parte aérea da planta. Nas folhas, as les6es mostram-se salientes,
necroticas e escuras. Na panicula, os sintomas podem ocorrer tanto no ramo da
inflorescéncia quanto nas flores individuais. Os frutos, quando infectados no estadio
inicial de desenvolvimento, geralmente sdo abortados. JA em péds-colheita, o0s

sintomas da doenca sao caracterizados por lesfes de coloracdo marrom a preta e
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deprimidas, podendo ocupar de alguns milimetros a varios centimetros (ARAUZ,
2000). O principal agente causal de antracnose em mangueiras € a espécie C.
gloeosporioides (SANTOS FILHO; MATOS, 2003; RIBEIRO, 2005) e, em menor
frequéncia, C. acutatum (PERES et al., 2005; RIVERA-VARGAS et al., 2006; SOUZA
et al., 2013). No nordeste brasileiro, outras seis espécies de Colletotrichum, C. cliviae,
C. dianesei, C. endomangiferae, C. fructicola, C. tropicale e C. karstii, estédo
associadas a esta doenca (LIMA et al., 2013a, b, 2014; VIEIRA et al., 2014). Além
destas espécies, C. asianum também foi relatada ocasionando sintomas de
antracnose no Brasil, Australia, Panama, Filipinas, Coldmbia, Japéo, Tailandia (WEIR;
JOHNSTON; DAMM, 2012; LIMA et al., 2013a, 2014; VIEIRA et al., 2014; PARDO-DE
LA HOZ et al., 2016), Africa do Sul (SHARMA et al., 2015) e Sri Lanka
(KRISHNAPILLAI; WIJERATNAM, 2014). Ja as espécies C. simmondsii e C. fioriniae
foram relacionadas a sintomas de antracnose em mangueiras na Australia (DAMM et
al., 2012a, b), C. siamense na india e Colémbia (SHARMA et al., 2013; PARDO-DE
LA HOZ et al., 2016), C. fragariae, C. fructicola, C. jasmine-sambac, C. dianesei e C.
communis sp. Nov. na india (SHARMA et al., 2013; SHARMA; PINAKKA; SHENOY,
2015), C. theobromicola na Malasia (ZAKARIA et al., 2015) e C. kahawae subsp.
ciggaro na ltalia (ISMAIL et al., 2015).

Em goiabeiras (Psidium guajava L.), a antracnose é caracterizada por lesdes
necroéticas nos frutos e folhas e, também pode ocasionar a morte de ramos (LIM;
MANICOM, 2003). C. gloeosporioides também €& considerado o principal agente
causal de antracnose em goiabeiras no mundo (FARR; ROSSMAN, 2012). No Brasil,
as espécies C. abscissum e C. nymphaeae, do complexo Acutatum, também estao
associadas a sintomas de antracnose nesta cultura (BRAGANCA et al., 2016). Teste
de patogenicidade demonstraram que C. asianum, C. dianesei, C. fructicola, C. karstii,
C. tropicale (LIMA et al., 2014) e C. paranaense (BRAGANCA et al., 2016) podem
causar lesbes em frutos de goiabeiras no pais. As espécies C. guajavae (DAMM et
al., 2012), C. communis sp. nov., C. dianesei (SHARMA; PINAKKA; SHENOY, 2015)
estdo associadas a sintomas da doenca em goiabeiras na India e, C. psidii na Italia
(WEIR; JOHNSTON; DAMM, 2012). No Laos e Tailandia, as espécies C. asianum, C.

fructicola, C. siamense e C. simmondsii sdo capazes de ocasionar sintomas de
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antracnose em goiabas quando inoculadas (PHOULIVONG; MCKENZIE; HYDE,
2012).

Em mamoeiros (Carica papaya L.), a antracnose tem sido relatada como uma
das principais responsaveis por perdas substanciais na producdo do fruto em varios
paises, incluindo Brasil, Havai, Africa e Asia (UCHIDA; KADOOKA; ARAGAKI,1996:;
PAULL et al., 1997; MAHARAJ; RAMPERSAD, 2012). Nesta cultura, além da
antracnose, espécies de Colletotrichum também podem causar a mancha chocolate
(ALVAREZ; NISHIJIMA,1987; BAILEY; JEGER, 1992). As infec¢cdes ocorrem
principalmente nos frutos, em qualquer fase de desenvolvimento (PRUSKY, 1996),
porém o0s sintomas se expressam nha fase de maturacdo, com presenca de lesdes
necréticas e deprimidas (RAMPERSAD, 2011). Além dos frutos, o fungo pode
ocasionar lesdes nas hastes, mancha foliar, desfolha e tombamento de plantulas
(TRUJILLO; OBRERO, 1969; UCHIDA et al., 1996).

A exemplo das demais culturas, em mamoeiros, 0os sintomas de antracnose
eram associados principalmente a C. gloeosporioides (MORTON, 1987). No entanto,
atualmente, varias outras espécies do fungo podem ocasionar sintomas da doenca
nesta cultura, tais como: C. acutatum, C. queenslandicum, C. fioriniae, e C. simmondsii
na Australia (SIMMONDS, 1968; PHOULIVONG; MCKENZIE; HYDE, 2012; WEIR;
JOHNSTON; DAMM, 2012); C. siamense na Africa do Sul (WEIR; JOHNSTON;
DAMM, 2012), C. truncatum na Flérida (TARNOWSKI; PLOETZ; 2010), México
(ROJO-BAEZ et al., 2016), Costa Rica (MOLINA-CHAVES; GOMEZ-ALPIZAR,;
UMANA-ROJAS, 2017), Japdo (YAGUCHI et al., 1995), Tailandia (SEPIAH, 1994) e
Trinidade (RAMPERSAD, 2011; MAHARAJ; RAMPERSAD, 2012) e na Coréia
(AKTARUZZAMAN et al. 2017); C. capsici no México (TAPIA-TUSSELL et al., 2008),
EUA (TARNOWSKI; PLOETZ, 2010), Trinidade e Tobago (RAMPERSAD, 2011); C.
magnum e C. clivile no México (TAPIA-TUSSELL; CORTES-VELAZQUEZ;
VALENCIA-YAH, 2016; DOUANLA-MELI; UNGER; LANGER, 2017) e Costa Rica
(MOLINA-CHAVES; GOMEZ-ALPIZAR; UMANA-ROJAS, 2017); C. fructicola e C.
salsolae na india (SAINI; GUPTA; ANANDALAKSHMI, 2016; 2017). No Brasil, até o
momento, ja foram relatadas quatro espécies do fungo associadas a sintomas de
antracnose em frutos de mamoeiros: C. gloeosporoides, C. acutatum (ANDRADE et
al., 2007; STRACIERI et al., 2016), C. magna (NASCIMENTO et al., 2010), C.
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brevisporum (VIEIRA; NASCIMENTO; MICHEREFF, 2013). Testes de patogenicidade
demostraram que C. asianum, C. dianesei, C. fructicola, C. karstii e C. tropicale sé&o
capazes de ocasionar sintomas da doenca em mamao, no pais (LIMA et al., 2014).

Em videiras, espécies de Colletotrichum podem causar antracnose (SANTOS
et al., 2017) e podriddo da uva madura (WHITELAW-WECKERT et al., 2007). Os
sintomas de antracnose em videiras ocorrem sobretudo em tecidos jovens, incluindo
caules, folhas, peciolos, gavinhas, rdquis e bagas. Os primeiros sintomas da doenca
se manifestam na forma de numerosas manchas, circulares ou angulares, levemente
deprimidas, de coloracdo marrom escuro, presentes em toda a parte aérea das
plantas (THIND, 2015). A medida que a doenca avanca, as lesées podem coalescer
e necrosar os caules, levando a desfolha precoce e atraso no amadurecimento das
bagas (SANTOS et al., 2017). A antracnose em videiras pode ser causada tanto por
Colletotrichum quanto pelo fungo Elsinoé ampelina (KUMAR; THIRD; MOHAN, 1994;
PEDRO JUNIOR; PEZZOPANE; MARTINS, 1999; POOLSAWAT et al., 2010;
CARISSE; LEFEBVRE, 2011; SANTOS et al.,, 2017). No Brasil, a doenca afeta
principalmente videiras das regides sul e sudeste do pais e é ocasionada por espécies
do complexo Gloesporioides (C. gloeosporioides, C. fructicola, C. siamense e C.
viniferum), Acutatum (C. nymphaeae), Truncatum (C. truncatum) e Cliviae (C. cliviae)
(SANTOS et al., 2017). Em paises da Asia e Europa, a doenca esta associada as
espécies C. aenigma, C. fructicola e C. hebeiense do complexo Gloesporioides (PENG
et a.,, 2013; YAN et al., 2015); C. clavatum e C. godetiae do complexo Acutatum
(BARONCELLI et al., 2014; ZANG et al., 2016; ZAPPARATA et al., 2017), e C. capsici
(SAWANT et al., 2012a, b).

Ja a podriddo da uva madura atinge diretamente as bagas, que sao suscetiveis
ao patégeno em todos os estadios de desenvolvimento, porém os sintomas aparecem
somente com o amadurecimento dos frutos (WHITELAW-WECKERT et al., 2007). O
sintoma inicial da doenca é marcado pela perda do turgor das bagas que,
posteriormente, se desprendem dos cachos infectados, levando a queda de
produtividade (MELKSHAM; WECKERT; STEEL, 2002). Além disso, a infec¢céo pelo
patdbgeno leva ao amargor das bagas, o que prejudica a qualidade do vinho
(WHITELAW-WECKERT et al., 2007). No Brasil, EUA, Coréia e China, os sintomas

desta doenca estdo associados as espécies C. acutatum e C. gloeosporioides
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(SIMMONDS, 1965; KUMMUANG et al., 1996; HONG et al., 2008; LEI et al., 2016).
Na Australia, China e EUA, outras espécies também foram relatadas ocasionando a
podriddo da uva madura: C. aenigma, C. clidemiae e C. viniferum, do complexo
Gloeosporioides (WEIR; JOHNSTON; DAMM, 2012; PAN et al., 2016), C acutatum,
C. citri e C. fioriniae, do complexo Acutatum (WHITELAW-WECKERT et al., 2007,
HONG et al., 2008; LEI et al., 2016; WEIR; JOHNSTON; DAMM, 2012, DOYLE et al.,
2013), Colletotrichum sp., pertencente ao complexo Cliviae (LEI et al., 2016) e a
espécie C. capsici (PAN et al., 2016).

A antracnose é uma das doencas de pés-colheita mais importantes em frutos
de bananeiras (Musa spp.), comumente causada por C. musae, que infecta frutos
verdes feridos e também frutos maduros (MEREDITH, 1960; STOVER; SIMMONDS,
1987; SAKINAH; SUZIANTI; LATIFFAH, 2014). Este patégeno também é o principal
responsavel pela podriddo da coroa, podriddo apical e podriddo da ponta dos frutos
(NAZRIYA; DE COSTA; AZHAAR, 2007). No Brasil, além de C. gloeosporioides,
testes de patogenicidade mostraram que as espécies C. asianum, C. dianesei, C.
fructicola, C. tropicale e C. karstii também podem ocasionar sintomas de antracnose
em bananas (COUTO; MENEZES, 2004; ZAKARIA et al., 2009; SU et al., 2011; WEIR;
JOHNSTON; DAMM, 2012; LIMA et al., 2014; SAKINAH; SUZIANTI; LATIFFAH, 2014;
SHARMA et al., 2015). Na Maléasia, india, Caribe, México e China, as espécies C.
gloeosporioides (ZAKARIA et al., 2009; SU et al., 2011; WEIR et al., 2012; SAKINAH
et al., 2014; SHARMA et al., 2015), C. aotearoa (WEIR; JOHNSTON; DAMM, 2012;
LIU et al., 2013b; TAO et al., 2013; SHARMA et al., 2015; HSIAO et al., 2016), C.
paxtonii (DAMM et al., 2012b), C. gigasporum (RAKOTONIRIANA et al., 2013; LIU et
al.,, 2014) e C. scovillei (ZHOU et al., 2017), respectivamente, também estao
associadas a podriddes em bananas.

Em cajueiros (Anacardium occidentale L.), apenas C. gloeosporioides foi
isolado de sintomas de antracnose no Brasil (LOPEZ; LUCAS, 2010; SERRA et al.,
2011) e Mogambique (UACIQUETE; KORSTEN; VAN DER WAALS, 2013), paises em
gue o cultivo do caju é expressivo. Os sintomas da doenca se manifestam em folhas
e nas castanhas jovens (FREIRE et al., 2002). Infeccdes severas em plantas adultas

resultam em desfolha, morte das inflorescéncias e posterior necrose e queda das
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castanhas imaturas (FREIRE; CARDOSO, 2003; UACIQUETE; KORSTEN; VAN DER
WAALS, 2013).

2.5. Caracterizacdo molecular de espécies de Colletotrichum

A caracterizacdo genética de espécies de Colletotrichum tem sido realizada
com base em abordagem polifdsica, incluindo analise dos dados genéticos,
morfolégicos, ecologicos e geogréficos, visando estabelecer um sistema de
classificacdo natural para este fungo (CAI et al., 2009; CANNON et al., 2012; WEIR;
JOHNSTON; DAMM, 2012). Analises filogenéticas de sequéncias génicas
concatenadas e a aplicacdo do Genealogical Concordance Phylogenetic Species
Recognition (GCPSR) s&o importantes ferramentas utilizadas para a delimitagéo de
espécies dentro dos complexos (CANNON et al., 2012; CROUS; HAWKSWORTH,;
WINGFIELD, 2015; LIU et al., 2016).

O sequenciamento da regiao ITS (Internal Transcribed Spacer), localizada
entre as subunidades ribossomais 18S e 28S, é a metodologia mais utilizada para a
identificacdo de fungos, pois esta entre os marcadores com maior probabilidade de
identificacdo correta de uma ampla gama de espécies destes microrganismos
(HIBBETT et al., 2007). No entanto, atualmente, h& certas ressalvas em se utilizar
somente esta regido para identificacdo de fungos. Muitas espécies de fungo
estreitamente relacionadas filogeneticamente podem diferir umas das outras em
apenas um ou poucos hucleotideos na regido ITS. Além disso, encontrar essas
variacfes depende da localizacao do fragmento sequenciado (KISS, 2012). Em caso
de espécies cripticas, como do género Colletotrichum, o sequenciamento apenas da
regido ITS pode ndo ser suficiente para a correta identificacdo das espécies (WEIR;
JOHNSTON; DAMM, 2012; RAJA et al, 2017). Desta forma, outros genes
secundarios sdo utilizados para compor a andlise polifasica de espécies de
Colletotrichum. No entanto, ressalta-se que os genes codificadores de proteinas sao
dificeis de serem amplificados e sequenciados pois, na maioria das vezes, ocorrem
como uma unica copia no genoma ao invés de multiplas copias repetidas em tandem,

como no caso dos genes ribossomais. Assim, nem todas as estirpes de fungo que se
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deseja identificar irdo apresentar amplificacdo especifica da regido génica de
interesse (RAJA et al., 2017).

As analises polifasicas de espécies de Colletotrichum podem ser compostas
pelo sequenciamento dos seguintes genes: (i) GAPDH (Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase), gene codificador de uma proteina altamente conservada encontrada
na superficie externa das células ou como um produto secretor, podendo
desempenhar a fungcdo de fator de viruléncia (SEIDLER, 2013); (i) ACT (actina),
proteina que exerce papel fundamental na exocitose, endocitose, movimentagcéo de
organelas e citocinese em fungos, os quais estéo ligados a producéo de estruturas
superiores distintas, tais como fragmentos de actina, cabos e anéis, que geram forcas
Oou servem como guia para o transporte intracelular (BEREPIKI; LICHIUS; READ,
2011) (iii) CAL (calmodulina), proteina que modela a sinalizagdo intracelular de ions
de calcio e age em diversas vias metabdlicas e regulacdo da expressdo génica
(CARVALHO et al., 2003); (iv) CHS-1 (chitin synthase 1), enzima que sintetiza quitina,
um componente essencial da parede celular e septo de todos os fungos patogénicos
(LENARDON; MUNRO; GOW, 2010); (v) HIS3 (histona 3) (JAYAWARDENA et al.,
2016a); (vi) TUB2 (B-tubulina2), tubulinas sdo os principais componentes dos
microtubulos que estdo envolvidos em muitos processos celulares, como divisao
celular e transporte intracelular em organismos eucariotos. Em fungos, B-tubulinas séo
as moléculas alvo dos fungicidas do grupo dos benzimidazéis (ZHAO et al., 2014);
(vii) TEF1 (translation elongation factor EF-1 alpha) que €& responsavel pelo
carreamento enzimatico de aminoacil-tRNAs para o ribossomo (CONDEELIS, 1995);
e (viii) GS (Glutamine Synthetase) € a Unica enzima que sintetiza glutamina que é a
principal fonte de nitrogénio para a biossintese de proteinas e acidos nucleicos
(WAGNER et al., 2013).

Todos os complexos de espécies de Colletotrichum podem ser distinguidos
entre si apenas pela analise da regido ITS (JAYAWARDENA et al., 2016b). No
entanto, para a correta distincdo das espécies dentro dos complexos, a literatura
sugere o0 sequenciamento de alguns dos genes secundarios supracitados. Por
exemplo, ITS, GAPDH, TUB2, ACT, CHS-1, GS, HIS3 e CAL sao utilizados para

identificar espécies dos complexos Gloeosporioides e Acutatum (LIU et al. 2015;
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SHARMA, PINNAKA, SHENOY, 2015; WEIR; JOHNSTON; DAMM, 2012;
JAYAWARDENA et al., 2016 a, b; MARIN-FELIX et al., 2017).

J& para estudos de diversidade genética e dindmica das populacbes de
microrganismos, o emprego de marcadores moleculares tem sido amplamente
utilizado devido ao seu alto nivel de preciséo e rapidez (SCHAAD et al., 2003; BENALI
et al., 2011). Um bom marcador molecular € caracterizado por uma alta variabilidade
genética e pela capacidade de gerar dados multilocus a partir do genoma do
microrganismo em estudo (ANNE, 2006).

Dentre os marcadores moleculares utilizados, destacam-se 0s microssatélites
gue sao unidades de repeticdo de pares de bases do DNA e podem apresentar altas
taxas de mutacdo em relacdo a outras partes do genoma (NG; TAN, 2015). Também
conhecidos como SSRs (Simple Sequence Repeats), os microssatélites consistem de
pequenas sequéncias com dois a cinco nucleotideos de comprimento, repetidas em
tandem, que sao especificas para cada organismo (TAUTZ; RENZ, 1984; NG; TAN,
2015). Em genomas de eucariotos, estas sequéncias simples sdo mais frequentes e
melhor distribuidas ao acaso. Os ISSRs (Inter-simple sequence repeats), por sua vez,
sdo segmentos de DNA flanqueados em ambas as extremidades por sequéncias
microssatélites. Desta forma, na técnica com marcadores ISSRs, fragmentos
randdmicos do DNA gendbmico sado amplificados por PCR utilizando-se
oligonucleotideos compostos pelas sequéncias repetitivas homdlogas as regides de
microssatélites do genoma. Assim como o AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism), os marcadores ISSR sdo dominantes e produzem resultados
reprodutiveis (NG; TAN, 2015). Estes marcadores tém sido amplamente empregados
em estudos de diversidade genética de populacdes de Colletotrichum (GRAMAJE et
al., 2014; BAGHERABADI; ZAFARI; SOLEIMANI, 2015; SILVEIRA et al., 2016;
STRACIERI et al., 2016).
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3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi conduzido na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
(FCAV), UNESP, Campus de Jaboticabal. O isolamento dos fungos e os testes de
patogenicidade foram realizados no Laboratério de Fitopatologia, do Departamento de
Fitossanidade. As técnicas de biologia molecular foram realizadas no Laboratério de
Epidemiologia Molecular, do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e
Reproducdao Animal e a utilizacdo da plataforma de sequenciamento foi concedida
pelo Laboratdrio de Bioquimica de Microrganismos e Plantas e Instituto de Pesquisa
em Bioenergia/FCAV.

3.1. Obtencéo dos isolados

Os isolados de Colletotrichum spp. foram obtidos de flores de plantas citricas
com sintomas de podriddo floral dos citros (PFC) e de folhas e frutos citricos
assintomaticos de sete municipios do estado de S&o Paulo, Bebedouro, Conchal,
Itajobi, Matdo, Olimpia, Santa Cruz do Rio Pardo e Taquaritinga, sendo uma
propriedade amostrada por municipio. Em algumas propriedades, além dos citros,
também foram coletadas amostras de folhas e frutos de outras espécies de frutiferas
com ou sem sintomas. Foram coletadas em Matdo folhas de mangueiras com
sintomas de antracnose, em Taquaritinga folhas assintométicas de goiabeiras,
mangueiras e mamoeiros, e frutos de mamoeiro com sintomas de antracnose e, em
Bebedouro, folhas assintomaticas de goiabeira, cajueiro, videira, bananeira e
mamoeiro, e frutos de mamoeiro com sintomas de antracnose. Além do estado de S&o
Paulo, foram obtidos outros seis isolados de folhas de laranjeiras ‘Pera’ de uma
propriedade citricola localizada em Hidrolandia/GO.

Para isolamento de Colletotrichum, fragmentos de tecidos vegetais
sintomaticos e assintomaticos com cerca de 5 mm? foram desinfestados
superficialmente em etanol 70% (v/v) por 30 segundos e em solucao de hipoclorito de
sédio 0,5% (v/v) por um minuto, seguido de enxadgue em agua destilada e secagem
em papel de filtro esterilizados. A seguir, os fragmentos foram depositados em placas

de Petri contendo meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA), seguido de incubac&o
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em estufas para B.O.D. a 27°C + 1°C por quatro dias. Col6nias tipicas do fungo foram
repicadas para tubos de ensaio contendo meio BDA onde, apds o crescimento, o

micélio foi recoberto com 6leo mineral estéril para a preservacao das culturas.

3.2. Extracdo de DNA

A fim de se obter quantidades suficientes de micélio do fungo para a extragédo
de DNA, todos os isolados com morfologia sugestiva de Colletotrichum spp. obtidos
foram cultivados em meio de cultura liquido Batata-Dextrose e incubados por sete dias
em estufa para B.O.D. a 27°C x 1°C. Apés o periodo de incubacado, a massa miceliana
foi peneirada, lavada com agua esterilizada e seca em estufa a 50°C por 12 horas.

A massa miceliana seca foi macerada com nitrogénio liquido até a formacao de
um po, do qual 0,1 g foram transferidos para tubos eppendorf de 2,0 mL. A extracao
de DNA foi baseada no protocolo de Kuramae-Izioka (1997), com modificacdes. Para
a lise celular, foram acrescentados aos tubos contendo o micélio macerado 650 pL de
tampao de extracdo de DNA (160 mM de Tris-HCI pH 8.0, 60 mM de EDTA pH 8.0, 20
mM de NaCl e SDS 0,5%). Os tubos foram agitados em voértex e mantidos em
ThermoMixer (Eppendorf) a 65°C por 50 minutos. Apos a lise celular, foram
acrescentados aos tubos 300 uyL de acetato de potassio 5M. A solucdo foi
homogeneizada por inversao e incubada em gelo por 30 minutos. Posteriormente,
procedeu-se a centrifugacdo das amostras a 12000 x g por 10 minutos a 10°C. O
sobrenadante translucido foi entédo transferido para tubos novos, aos quais foram
acrescentados 650 pL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1 v/v). A solucao foi
agitada vigorosamente em vortex e centrifugada sob as mesmas condi¢fes descritas
anteriormente. Apés a centrifugacdo, o sobrenadante foi novamente transferido para
outros tubos aos quais foram acrescentados 1000 pL de alcool etilico absoluto para
precipitacdo do DNA que ocorreu a -20°C por 12 horas.

Para obtencéo do pellet de DNA, a solucéo contendo alcool etilico absoluto foi
centrifugada a 12.000 x g por 20 minutos a 10°C. A fase liquida foi completamente
removida e o pellet de DNA foi lavado com 1000 pL de alcool etilico 70%, sob nova

centrifugacédo. O pellet de DNA foi seco em estufa a 50°C por 30 minutos, e,
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posteriormente, suspendido em 60 pL de solucdo TE 10:1 (10 mM de Tris-HCI, pH
8,0; 1 mM de EDTA pH 8,0).

A avaliagdo da quantidade do DNA e da sua qualidade foi realizada com o
auxilio de um espectrofotometro NanoDrop-1000 (Thermo Scientific), medindo-se a
absorbancia de cada amostra nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm. A relacéo
da absorbéancia entre estes dois comprimentos de onda resulta no valor referente a
qualidade do DNA, que se estiver no intervalo de 1,8 a 2,0 caracteriza um DNA de boa
qualidade (SAMBROOK; RUSSELL, 2001). J4 a integridade do material genético foi
observada em gel de agarose 1% (p/v), contendo brometo de etidio (0,5 g/mL),
visualizado sob luz UV em equipamento de fotodocumentacdo GEL DOC XR
(BioRad).

3.3. Triagem dos isolados de Colletotrichum spp.

3.3.1. PCR espécie-especifico

Todos os isolados foram primeiramente submetidos a PCR espécie-especifica
utilizando-se os oligonucleotideos Cgint (MILLS; SREENIVASAPRASAD; BROWN,
1992) para C. gloeosporioides e Calntl ou Calnt2 (SREENIVASAPRASAD et al.,
1996) para C. acutatum, utilizados em associagdo com o oligonucleotideo ITS4
(WHITE et al., 1990). Tais oligonucleotideos foram incialmente desenvolvidos para a
identificacdo destas espécies e apresentam alta especificidade, portanto, sdo
comumente utilizados na literatura (MCGOVERN et al., 2012; CIAMPI-GUILLARDI et
al., 2013; SAXENA; RAGHUWANSHI; SINGH, 2014; HUNUPOLAGAMA et al., 2015;
SILVA et al., 2017). Os isolados que n&o apresentaram amplificagédo na triagem inicial
foram entdo submetidos a PCR com os oligonucleotideos MKCgF/MKCgR (KAMLE et
al., 2013), também especificos para o complexo Gloeosporioides, segundo a literatura,
e com os oligonucleotideos Coll (PILEGGI et al., 2009) e ITS4, para amplificacao de
fungos do complexo Boninense. Os isolados que ainda assim nao apresentaram
amplificacdo foram submetidos a PCR para confirmagédo do género Colletotrichum,
utilizando-se os oligonucleotideos Coll1F/CollI3Rb (MOSCA et al., 2014) (Tabela 1).
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Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores espécie-especificos utilizados para triagem

populacional de isolados sugestivos de Colletotrichum spp.

Oligonucleotideo Tamanho do  Temperatura de
S Sequéncia (5’2 3’)
iniciador fragmento anelamento (°C)
Cgint GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG 450 64
Calntl CCGGCCCCCACCACGGGGAC 490 66
Calnt2 GGGGAAGCCTCTCGCGG 500 57
Coll GCCGTCCCCTGAAAAG 500 48
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
MKCgF TTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
MKCgR ACGCAAAGGAGGCTCCGGGA 380 >8
Coll1F AACCWGCGGAGGGATCATTA
ColI3Rb TCCCTBCGRRTCCCRRTGCG 470 >

3.3.2. Marcadores ISSR

Apés a triagem inicial, todos os isolados que apresentaram amplificacdo para
pelos menos um dos conjuntos de oligonucleotideos foram submetidos a triagem por
marcadores ISSR. Foram testados 30 oligonucleotideos ISSR desenhados para o
género Colletotrichum: P1 ao P22 (RAMPERSAD, 2013), AF80820 ao AF80825
(RATANACHERDCHA et al., 2010), (TCC)s e MR (AFANADOR-KAFURI et al., 2014).
Para a triagem dos isolados, foram selecionados dois marcadores, AF80821 (AGA
GAG AGA GAG AGA GC) e P9 (CCA)s, que resultaram em perfis genéticos mais
polimorficos para cada um dos complexos de Colletotrichum previamente
identificados. As reagbes de PCR com os marcadores ISSR foram compostas por
tampéao 1X (KCI 50 mM; Tris-HCI 200 mM; pH8,4); 0,2 mM de dNTP’s; 1,0 U de Taq
DNA polimerase (Invitrogen); 2 mM de MgClz; 5 pmol de oligonucleotideos, 60 ng de
DNA e agua pura estéril para 20 pyL. As amplificacdes ocorreram em um termociclador
Nexus (Eppendorf), programado para realizar um ciclo a 95°C por trés minutos, 35
ciclos a 94°C por 40 segundos, temperatura de anelamento especifica para cada
oligonucleotideo por 40 segundos e 72°C por um minuto e, para finalizar, um ciclo a

72°C por 10 minutos. O produto da amplificacdo das amostras foi visualizado em gel
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de agarose 1,7 % sob luz UV em equipamento de fotodocumentacdo GelDoc XR
(BioRad).

O padrao de bandas ISSR dos isolados foi analisado manualmente para
obteng&o de uma matriz binaria, na qual o nimero 1 foi contabilizado como presenca
de banda e 0 como auséncia. O agrupamento neighbor-joining, pelo método da
distancia, foi obtido utilizando-se o software PAUP 4.0b10 (SWOFFORD, 2002). O
dendrograma gerado foi graficamente visualizado e editado pelo software TreeGraph
2.3.0 (STOVER; MULLER, 2010).

3.4. Caracterizacdo molecular das populacdes de Colletotrichum

3.4.1. Sequenciamento de DNA

A partir da triagem com os oligonucleotideos especificos e marcadores ISSR,
foram selecionados isolados representativos das populacdes para a identificacdo das
espécies de Colletotrichum por sequenciamento. Inicialmente foi realizado o
sequenciamento parcial da regidao ITS1-5.8S-ITS2, utilizando-se os oligonucleotideos
ITS1/ITS4 (WHITE et al.,, 1990), e dos genes GAPDH e TUB2, utilizando-se os
oligonucleotideos GDF1/GDR1 (TEMPLETON et al., 1992) e TB2L/TB2R (BUHR;
DICKMAN, 1994), respectivamente (Tabela 2).

As reacoes de amplificacdo foram compostas por tampéao 1X (KCl 50mM, TRIS-
HCI 200mM, pH 8,4); 2mM de MgClz; 0,2mM de dNTP’s; 0,5 U de Platinum Tag DNA
polimerase (Invitrogen); 2,5 pmol de cada primer; 40 ng de DNA gendmico e agua
pura estéril para 20 puL. As amplificacdes ocorreram em um termociclador Nexus
(Eppendorf) programado para realizar um ciclo a 95°C por 2 minutos e 30 segundos,
35 ciclos a 94°C por 30 segundos, temperatura de anelamento dos oligonucleotideos
iniciadores por 30 segundos, e 72°C por 40 segundos, seguido de um ciclo final a 72°C
por 10 minutos. Os fragmentos amplificados foram submetidos a PCR de
sequenciamento utilizando-se o kit BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems),
conforme instrugdes do fabricante.

O sequenciamento foi realizado por eletroforese de capilar em um

sequenciador ABI3130 (Applied Biosystems). Os eletroferogramas gerados foram
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submetidos ao pacote de programas Phred/Phrap/Consed (EWING; GREEN,1998;
GORDON; ABAJIAN; GREEN, 1998) para verificacdo da qualidade de bases e corte
das extremidades das sequéncias, levando-se em considerag&o bases com qualidade
Phred igual ou superior a 20. As sequéncias qualificadas foram comparadas a outras
sequéncias depositadas no banco de dados do NCBI (National Center for
Biotechnology Information) por meio da ferramenta BLAST (JOHNSON et al., 2008).

Para obtencao da &rvore filogenética, as sequéncias de cada regido génica dos
isolados deste estudo e demais sequéncias de Colletotrichum espécies-tipo (DAMM
et al.,, 2012 a, b; WEIR; JOHNSTON; DAMM, 2012; LIU et al., 2014) do banco de
dados foram alinhadas separadamente utilizando-se as ferramentas MUSCLE
(EDGAR, 2004) ou PnpProbs (YONGTAO et al., 2016) com consisténcia de 3 e 300
passos (Anexo 1). A melhor ferramenta de alinhamento para cada regido génica
analisada foi escolhida levando-se em consideracédo aquela que gerou o menor peso
de AIC segundo o critério de informacao de Akaike (AIC) (POSADA; BUCKLEY, 2004).
O mesmo critério foi levado em consideracdo para a escolha do melhor modelo
evolutivo para as analises filogenéticas.

As sequéncias das trés regibes génicas alinhadas e concatenadas foram
submetidas a analise bayesiana utilizando-se o algoritmo Markov Chain Monte Carlo
(MCMC) pelo software MrBayes 3.2.3 (RONQUIST; HUELSENBECK, 2003). O
modelo evolutivo utilizado foi correspondente ao tipo de substituicdo 6 e distribuicéo
gamma. Foram realizadas duas corridas independentes com 2.000.000 de geracoes,
sendo as arvores amostradas a cada 100 geracdes. Ao final das analises, obtendo-se
desvio padrdo inferior a 0,01, 25% das arvores geradas inicialmente foram
descartadas. O filograma obtido foi editado graficamente pelo software TreeGraph
2.3.0 (STOVER; MULLER, 2010).

Apos a andlise da arvore filogenética dos isolados submetidos ao
sequenciamento da regido ITS e genes GAPDH e TUB2, foram selecionados isolados
nao identificados precisamente em espécie dentro dos complexos para o
sequenciamento de genes adicionais. Para tanto, isolados representativos de cada
clado foram submetidos também ao sequenciamento dos genes ACT, CHS-1 e GS,
utilizando-se os oligonucleotideos ACT-512F/ACT-783R (CARBONE; KOHN, 1999),
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CHS I-79F/CHS I-354R (CARBONE; KOHN, 1999) e GSF1/GDR1 (STEPHENSON et

al., 1997), respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2. Oligonucleotideos iniciadores utilizados no sequenciamento génico de

isolados de Colletotrichum spp.

. , Tamanho Temperatura
Oligonucleotideo P

o Sequéncia (5’2 3’) do de anelamento
iniciador
fragmento (°C)
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG E50 -
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
GDF1 GCCGTCAACGACCCCTTCATTGA 200 -
GDR1 GGGTGGAGTCGTACTTGAGCATGT
TB2F GTTTCCAGATCACCCACTCC 400 54
TB2R TGAGCTCAGGAACACTGACG
ACT-512F ATGTGCAAGGCCGGTTTCG 300 60
ACT-783R TACGAGTCCTTCTGGCCCAT
CHS I-79F TGGGGCAAGGATGCTTGGAAGAAG 300 56
CHS I-354R TGGAAGAACCATCTGTGAGAGTTG
GSF1 ATGGCCGAGTACATCTGG
1000 58
GSR1 GAACCGTCGAAGTTCCAC

As amplificagcbes dos genes, andlises dos eletroferogramas, corte das
extremidades das sequéncias e alinhamento foram realizadas conforme metodologia
supracitada, assim como a andlise bayesiana que passou a ser composta pelas

sequéncias das seis regides génicas alinhadas e concatenadas.

3.4.2. Marcadores ISSR

Mediante a triagem inicial com marcadores ISSR e a identificacdo das espécies
de Colletotrichum pelo sequenciamento, foram selecionados isolados representativos
de cada populacdo para analise de diversidade genética com um namero maior de
marcadores. Foram selecionados todos os isolados de diferentes espécies

provenientes de cada regido geografica e de cada hospedeiro amostrado,



26

representantes de cada clado e subclado do dendrograma ISSR, incluindo isolados
submetidos ao sequenciamento.

Nesta etapa, dentre os 30 oligonucleotideos testados, foram selecionados os
cinco mais polimérficos para compor esta analise: AF80821 (AGA GAG AGA GAG
AGA GC), P9 (CCA)s, P11 (GTC)s, P12 (GACA)2 e P20 CT(GA)s
(RATANACHERDCHAI et al., 2010; RAMPERSAD, 2013). A amplificacdo dos
fragmentos e as analises foram realizadas conforme descrito anteriormente no item
3.3.2.

3.5. Testes de patogenicidade

Representantes de cada espécie de Colletotrichum identificados pela anélise
filogenética, provenientes de cada hospedeiro e tecido vegetal amostrados, foram
selecionados para o teste de patogenicidade em flores de citros. Para inoculacdo, os
isolados foram cultivados em placas de Petri contendo meio de cultura BDA, em
estufas para B.O.D. sob temperatura de 27°C + 1°C por cerca de 10 dias. Apés o
completo desenvolvimento do fungo, 10 mL de agua destilada estéril contendo tween
80 0,1% (v/v) foram adicionados as placas para possibilitar a remocéo dos conidios
com o auxilio de laminas de vidro estéreis. A suspenséao de conidios foi calibrada para
a concentracdo 1 x 10° conidios/mL com o auxilio de uma camara de Neubauer.

As inoculacdes foram realizadas em flores de laranjeiras doce, no estagio de
florescimento ‘cotonete’, da variedade Valéncia e porta-enxerto ‘Swingle’, com cerca
de dois anos de idade, mantidas em casa de vegetacdo. Cada isolado foi inoculado
em trés grupos de flores de cada uma das trés plantas utilizadas como repeticdo. Em
cada grupo de flores foram depositados, com o auxilio de pipetas Pasteur, 20 uL da
suspensao conidial calibrada. Ja as trés plantas utilizadas como testemunha foram
inoculadas com agua destilada estéril. Apds a inoculacao, a umidade relativa na casa
de vegetacao foi mantida em torno de 90-95%, com seis horas diarias de molhamento
foliar até o desenvolvimento dos sintomas. A temperatura média da casa de vegetacao
variou de 24-26 °C. Os isolados que ocasionaram sintomas de PFC nas trés plantas
inoculadas foram considerados patogénicos para laranjeiras ‘Valéncia’. O

experimento foi validado pela auséncia de sintomas de PFC nas flores
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correspondentes as testemunhas. As flores com sintomas de PFC foram coletadas e
submetidas ao isolamento do agente causal, o qual foi hovamente submetido a
identificacdo da espécie, por meio de analise do perfil genético por marcadores ISSR,
para fechamento do Postulado de Koch.
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4. RESULTADOS

4.1. Frequénciadeisolados de Colletotrichum spp.

No total, foram obtidos 444 isolados com caracteristicas morfologicas
sugestivas de Colletotrichum, sendo 376 oriundos de citros, 27 de mangueiras, 16 de
mamoeiros, 11 de cajueiros, nove de goiabeiras, trés de videiras e dois de bananeiras
(Tabela 3).
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4.2. Triagem dos isolados de Colletotrichum spp.

4.2.1. PCR espécie-especifico

Dos 444 isolados obtidos, 401 isolados apresentaram amplificacdo, quando
submetidos & PCR com os oligonucleotideos Cgint/ITS4 ou MKCgF/R, especificos ao
complexo Gloeosporioides. Dentre os 43 isolados restantes, 31 foram amplificados na
PCR com os oligonucleotideos Calnt1/IT4 ou Calnt2/ITS4 para o complexo Acutatum,
e quatro com os oligonucleotideos Coll1/ITS4, para o complexo Boninense. Apenas
oito isolados ndo apresentaram amplificacdo para um complexo especifico e
amplificaram apenas com os oligonucleotideos ColllF/CollI3Rb para o género
Colletotrichum.

4.2.2. Marcadores ISSR

Os isolados de Colletotrichum obtidos foram divididos, com poucas excecoes,
em grupos de acordo com a classificacdo prévia realizada pela amplificacdo com os
oligonucleotideos especificos. Oito grupos foram formados por isolados que foram
amplificados com os oligonucleotideos CgInt/ITS4, MKCgF/R, Coll/ITS4 e
Coll1F/CollI3Rb. Os isolados previamente identificados como pertencentes ao
complexo Acutatum formaram apenas um grupo. Os subgrupos foram formados, em
geral, por isolados de mesma procedéncia, como hospedeiro, localizacdo geografica
e tecido vegetal dos quais foram amostrados. Adicionalmente, observou-se que
isolados de uma mesma propriedade, porém de diferentes espécies de plantas,
agruparam-se em um mesmo subgrupo, indicando similaridade genética entre
isolados de diferentes hospedeiros (Anexo 2). Isolados representantes de cada grupo

e subgrupo foram selecionados para as andlises posteriores.

4.3. Caracterizagdo molecular das populacdes de Colletotrichum

4.3.1. Sequenciamento de DNA
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Noventa e quatro isolados foram selecionados para o sequenciamento da
regido ITS e dos genes GAPDH e TUB2. A analise bayesiana gerou 45.002 arvores,
das quais 44.552 apresentaram 99% de credibilidade. De acordo com as andlises
filogenéticas, os isolados foram classificados em cinco complexos, Gloeosporioides,
Acutatum, Boninense, Gigasporum e Cliviae (Figuras 1 e 2).

No filograma, observou-se que dentre 0s 62 isolados pertencentes ao complexo
Gloeosporioides, 52 foram identificados como C. gloeosporioides, oito (O01.7,
MM1.18, BG1.1, TO1.1.14, TG1.1.3, TM2.1.3, TP3.3.6 e TL3.1.1) como C. siamense
e dois (MM5.1 e TM2.1.7) ndo foram classificados em uma espécie especifica (Figura
1). No clado do complexo Gloeosporioides, foram agrupados todos os isolados que
haviam sido amplificados com os oligonucleotideos Cglnt/ITS4, seis isolados (001.7,
TP3.3.6, IL1.3.9, MONL1.5, IL1.1.1 e 1L2.1.13) que foram amplificados com o0s
oligonucleotideos MKCgF/R e um isolado (COV2.5) que foi amplificado apenas com
os oligonucleotideos para o género Colletotrichum. No clado do complexo Acutatum,
foram agrupados os cinco isolados selecionados que haviam sido amplificados
previamente com os oligonucleotideos Calnt1/ITS4 ou Calnt2/ITS4 (Figura 2). O clado
referente ao complexo Boninense, por sua vez, foi formado por 20 isolados da espécie
C. karstii, dos quais 14 haviam sido amplificados com os oligonucleotideos MKCgF/R,
quatro com os oligonucleotideos Coll/ITS4 e dois apenas para 0 género
Colletotrichum (Figura 2). Ainda no complexo Boninense, outros dois isolados (MM1.8
e BL1.5) que foram amplificados com os oligonucleotideos MKCgF/R e o isolado
BP1.10, que foi amplificado apenas com os oligonucleotideos para o género
Colletotrichum, ndo foram identificados em espécie. Ja os isolados SO3.11, TL2.3.2 e
TG1.1.2, de frutos de laranjeiras e limeiras e de folhas de goiabeiras, respectivamente,
foram classificados como C. gigasporum, do complexo Gigasporum. Apenas o isolado
BP1.2, de folhas de mamoeiro, foi classificado como C. aracearum, do complexo
Cliviae (Figura 2). Os isolados do complexo Gigasporum e Cliviae haviam sido
amplificados apenas com os oligonucleotideos para o género Colletotrichum.

A partir da analise do filograma composto pelas sequéncias concatenadas da
regido ITS e genes GAPDH e TUB2, foram selecionados isolados representativos de
cada clado, incluindo aqueles nao classificados em espécie, para o sequenciamento

de outros trés genes, ACT, CHS-1 e GS. No total, foram selecionados 22 isolados
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para compor a nova analise filogenética com as sequéncias concatenadas dos seis
genes. A analise bayesiana gerou, desta vez, 29.746 arvores, das quais 29.446
apresentaram 99% de credibilidade. Esta andlise polifasica possibilitou a confirmacao
da maioria das espécies ja identificadas, no entanto, alguns isolados foram
reclassificados. O isolado TM2.1.7, do complexo Gloeosporioides, ndo identificado em
espécie anteriormente, agrupou-se a espécie C. asianum, ao passo que o isolado
001.7, classificado na primeira analise como C. siamense, passou a ser identificado
como C. murrayae. Os isolados do complexo Acutatum foram identificados como C.
abscissum (Figura 3).

Mediante a analise conjunta dos resultados da triagem dos isolados e do
sequenciamento génico, os 444 isolados obtidos foram separados de acordo com 0s
respectivos complexos do género Colletotrichum aos quais pertencem: (i) 347 isolados
sdo pertencentes ao complexo Gloeosporioides, sendo as espécies identificadas
como C. gloeosporioides, C. siamense, C. asianum e C. murrayae; (ii) 61 isolados sé&o
do complexo Boninense, sendo 59 da espécie C. karstii e dois de linhagens ndo
identificadas; (iii) 32 isolados sdo do complexo Acutatum, espécie C. abscissum; (iv)
trés isolados pertencem ao complexo Gigasporum, espécie C. gigasporum; e (v) um
isolado pertence ao complexo Cliviae, cuja espécie € C. aracearum.

Com relacdo a identificacdo dos isolados oriundos de cada hospedeiro
amostrado: (i) dos 376 isolados de citros, 309 pertenceram ao complexo
Gloeosporioides, 34 ao complexo Boninense, 31 ao complexo Acutatum e dois ao
complexo Gigasporum; (i) dos 27 isolados de mangueiras, 23 foram identificados
como pertencentes ao complexo Gloeosporioides e quatro ao complexo Boninense;
(i) dos 16 isolados obtidos de mamoeiros, oito pertenceram ao complexo
Gloeosporioides, sete ao complexo Boninense e um ao complexo Cliviae; (iv) dos 11
isolados de cajueiros, sete pertenceram ao complexo Boninense e quatro ao complexo
Gloeosporioides; (v) dos nove isolados obtidos de goiabeiras, sete foram identificados
como sendo do complexo Gloeosporioides, um do complexo Boninense e um do
complexo Gigasporum; (vi) os trés isolados de videira pertenceram ao complexo
Gloeosporioides; e (vii) dos dois isolados de bananeiras, um foi identificado como

pertencente ao complexo Gloeosporioides e o outro, ao complexo Boninense.
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Figura 1. Filograma obtido pela analise bayesiana das sequéncias concatenadas da regido
ITS e genes GAPDH e TUB2 dos 92 isolados de Colletotrichum selecionados
para esta analise. As espécies-tipo do banco de dados estdo marcadas em
negrito. Os isolados marcados em vermelho foram selecionados para analise
filogenética com seis genes. Os valores na inser¢do dos ramos correspondem a
confiabilidade do agrupamento.



complexo Gloeosporioides

0024

S02.3

S02.18

502.23

IL1.2.5

g CBS 129821 Colletotrichum sp.

1.0 «&CBS 507.97 Colletotrichum lupini
IMI 351261 Colletotrichum lupini

1|o| 1.0/CBS 294.67 Glomerella acutata

CBS 122122 Colletotrichum simmondsii |complexo Acutatum
IMI 350839 Caolletotrichum guajavae
CBS 112996 Colletotrichum acutatum
r1CBS 112979 Colletotrichum acutatum
1010 '\CBS 129952 Colletotrichum acutatum
1.0)IMI 324996 Colletotrichum fioriniae
ATCC 12097 Colletotrichum fioriniae
COAD 1877 Colletotrichum abscissum
OCO-ARC-4 Colletotrichum abscissum
CBS 134727 Colletotrichum abscissum
002.18
003.3
TO1.1.5
10 TL3.4.1
1TP3.1.12
BO1.5
BP1.4
BP1.5
BP1.8
S01.4
10, TO2.3.10
MBL1.7
0|[BP1.1
o7 TL2.1.4
10| BG1.2
M 1503.1
MM1.10
BC1.18
10 —TP3.1.4
1 MON1.16

CBS 129927 Colletotrichum karstii complexo Boninense

CBS 128551 Colletotrichum karstii
CBS 127596 Colletotrichum karstii
CBS 129833 Colletotrichum karstii
1.0jMM1.8
1-"4!—‘ BP1.10
CBS 123921 Colletotrichum sp.
CBS 128547 Colletotrichum boninense
0-71.0,CBS 123755 Colletotrichum boninense
CBS 128549 Colletotrichum boninense
07| 'CBS 128546 Colletotrichum boninense
_ICBS 123757 Colletotrichum cymbidiicola
IMI 347923 Colletotrichum cymbidiicola
1.0 |1o|[-CBS 128544 Colletotrichum torulosum
“CBS 129828 Colletotrichum oncidii
CBS 128527 Colletotrichum beeveri
_«[o{CBS 128501 Colletotrichum brasiliense

o =

1.0 ICBS 128528 Colletotrichum brasiliense
CBS 128525 Colletotrichum parsonsiae

— ——BL15

0.7;S03.11

1rG1.1.2 complexo Gigasporum
CBS 133266 Colletotrichum gigasporum
06 CBS 125475 Colletotrichum gigasporum
1.0 BP1.2

LC1033 Colletotrichum aracearum
CBS 869.96 Monilochaetes infuscans

Figura 2. Filograma obtido pela andlise bayesiana das sequéncias concatenadas da
regido ITS e genes GAPDH e TUB2 dos 92 isolados de Colletotrichum
selecionados para esta analise. As espécies-tipo do banco de dados estédo
marcadas em negrito. Os isolados marcados em vermelho foram selecionados
para andlise filogenética com seis genes. Os valores na insercdo dos ramos
correspondem a confiabilidade do agrupamento.
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Figura 3. Filograma obtido pela andlise bayesiana das sequéncias concatenadas da
regido ITS e genes GAPDH, TUB2, ACT, CHS1 e GS dos 22 isolados de
Colletotrichum selecionados. As espécies-tipo do banco de dados estdo
marcadas em negrito. Os valores na insercdo dos ramos correspondem a

confiabilidade do agrupamento.
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4.3.2. Marcadores ISSR

Baseado nas analises realizadas anteriormente, foram selecionados 148
isolados de Colletotrichum spp. para compor a analise de diversidade genética com
cinco marcadores ISSR, visando conhecer as relacdes genéticas entre isolados de
diferentes hospedeiros. No dendrograma, os isolados foram agrupados de acordo com
0s complexos de espécies aos quais pertencem: (i) o Grupo 1 foi composto por 80
isolados do complexo Gloeosporioides, sendo 79 da espécie C. gloeosporioides e um
da espécie C. asianum; (ii) o Grupo 2 foi composto por nove isolados do complexo
Acutatum, da espécie C. abscissum; (iii) o Grupo 3 foi formado por 19 isolados do
complexo Gloeosporioides, dos quais 18 sdo da espécie C. siamense e um C.
murrayae; (iv) no Grupo 4 agruparam-se 36 isolados do complexo Boninense, sendo
34 da espécie C. karstii e dois Colletotrichum sp. e, (v) o Grupo 5 foi formado pelos
trés isolados do complexo Gigasporum. No clado principal que suporta o Grupo 5,
também esta presente um ramo correspondente ao Unico isolado identificado como C.
aracearum (Figuras 4 e 5).

No Grupo 1, os isolados foram agrupados, em sua maioria, de acordo com sua
procedéncia, incluindo localizacdo geogréafica e hospedeiro dos quais provieram
(Figura 4). Destaca-se que os isolados de laranjeiras ‘Valéncia’ do municipio de
Matéo, obtidos de plantas de quatro anos de idade (MON) e de 16 anos (MOV),
agruparam-se em subgrupos de acordo com a idade dos pomares dos quais
provieram. Tal fato também foi observado com os isolados originarios do municipio de
Conchal de laranjeiras ‘Pera’ de cinco (CON) e 15 anos de idade (COV), que também
foram agrupados conforme a idade dos pomares de sua procedéncia, com excec¢ao
do isolado CON3.3 que se agrupou com outros dois isolados obtidos de plantas mais
velhas. Neste Grupo, ainda observamos relacdes genéticas entre isolados obtidos de
diferentes hospedeiros e municipios: (i) o isolado BP1.6, obtido de folhas de mamoeiro
do municipio de Bebedouro, agrupou-se com isolados de laranjeiras ‘Lima Verde’ de
Taquaritinga; (ii) o isolado MM5.3, de nervuras de folhas de mangueira de Matéo,
mostrou relacdo genética com isolados de laranjeiras de Conchal; (iii) os isolados
BU1.1 de folhas de videira e BC1.17 de folhas de cajueiro, oriundos do mesmo pomar

de Bebedouro, agruparam-se com isolados obtidos de laranjeiras ‘Pera’ de Santa Cruz
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do Rio Pardo. No entanto, outros isolados de diferentes hospedeiros como 1L2.3.5,
BB1.15, BP3.12 e TM2.1.7, de limeiras, bananeiras, mamoeiros e mangueiras,
respectivamente, ndo apresentaram estreita relagdo genética com isolados de outros
hospedeiros. No Grupo 1, o valor médio da distancia genética entre os isolados foi de
0,044.

No Grupo 2, os isolados de flores de limeira &cida ‘Tahiti’ de Itajobi (IL1.2) e de
flores de laranjeiras de Santa Cruz do Rio Pardo (SO2) mostraram baixa distancia
genética entre si (0,013) ficando agrupados em um mesmo subgrupo, ao passo que,
dois isolados obtidos de flores de laranjeiras do municipio de Olimpia agruparam-se
separadamente destes isolados, com uma distancia genética de 0,033 (Figura 5).

No Grupo 3, a média da distancia genética entre os isolados foi de 0,089.
Isolados de diferentes hospedeiros foram agrupados em subgrupos em comum,
porém, com uma alta distancia genética entre si (Figura 5). Neste grupo, observou-se
gue os isolados foram separados, em sua maioria, de acordo com a sua procedéncia
geografica, por exemplo, os isolados de Taquaritinga, tanto de laranjeiras (TO), quanto
de limeiras (TL), mamoeiros (TP), mangueiras (TM) e goiabeiras (TG) foram
agrupados em um subgrupo principal, com excecdo de um isolado de Bebedouro
(BL1.3) que também se encontra neste subgrupo. Os isolados BG1.1, BC1.2 e BU1.3,
de goiabeira, cajueiro e videira, respectivamente, do municipio de Bebedouro, também
estdo presentes em um mesmo subgrupo. O Unico isolado da espécie C. murrayae
(O01.7) identificado neste estudo encontra-se neste Grupo.

No Grupo 4 foram agrupados os isolados que apresentaram a maior distancia
genética entre si no estudo (0,104) (Figura 5). Este grupo foi dividido de acordo com
a espécie dos isolados do complexo Boninense, C. karstii e Colletotrichum sp. Os
isolados da espécie C. karstii foram subdivididos em trés clados principais, sendo o
primeiro composto por isolados de diferentes localidades e hospedeiros, tais como,
isolados de citros (TO e TL) e de mamoeiros (TP) do municipio de Taquaritinga,
isolados de laranjeiras (BO) e cajueiros (BC) de Bebedouro e, isolados de laranjeiras
de Santa Cruz do Rio Pardo (SO). O segundo clado principal da espécie C. karstii
apresentou subclados formados por isolados de uma mesma localidade: (i) o primeiro
subclado foi formado por isolados de Bebedouro de diferentes hospedeiros, sendo

estes de limeiras (BL), mamoeiros (BP), bananeiras (BB), cajueiros (BC) e goiabeiras
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(BG); (i) o segundo subclado foi composto apenas por isolados de plantas de
laranjeiras de quatro anos de idade, de Matdo (MON); (iii) no terceiro subclado
encontram-se isolados de laranjeiras do municipio de Olimpia (OO); (iv) no quarto
subclado contou-se com isolados oriundos de laranjeiras de 16 anos (MOV) e
mangueiras (MM) de Matédo; e o ultimo clado foi formado por isolados de citros de
Taquaritinga (TO e TL). Os isolados de Colletotrichum sp. deste Grupo, BL1.5 e
BP1.10, sdo ambos provenientes de Bebedouro, porém, oriundos de diferentes
hospedeiros, limeira 4cida e mamoeiro.

No Grupo 5, a média da distancia genética entre os trés isolados da espécie C.
gigasporum, TL2.3.2, TG1.1.2 e S0O3.11, foi de 0,033. No presente estudo, esta
espécie foi encontrada apenas nos municipios de Taquaritinga e Santa Cruz do Rio
Pardo, advindas tanto de tecidos assintoméaticos citricos quanto de goiabeiras. Ainda
neste grupo, em um ramo separado daquele formado pelos isolados de C.
gigasporum, encontra-se o Unico isolado identificado como C. aracearum, BP1.2
(Figura 5).

A divisdo dos Grupos foi coerente com a identificacdo dos isolados pelo
sequenciamento, a exemplo dos valores das médias de distancia genética que foram
maiores entre-Grupos do que entre isolados pertencentes a um mesmo complexo de
espécies (Tabela 4). Destaca-se que, embora na andlise filogenética o subgrupo
referente as espécies C. siamense e C. murrayae ainda seja considerado como
pertencente ao complexo Gloeosporioides, na andlise de diversidade genética, este
Grupo (G3) se separa totalmente do Grupo formado por isolados de C.
gloeosporioides (G1) no dendrograma, com uma distancia genética de 0,156, além de

apresentarem perfis genéticos distintos entre as espécies (Figura 6).
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Tabela 4. Média da distancia genética entre-Grupos do dendrograma obtido pela
analise com cinco marcadores ISSR, correspondentes aos diferentes
complexos de espécies de Colletotrichum, e entre isolados pertencentes a

um mesmo Grupo

Média dos valores de distancia genética

Intra-
Entre-Grupos
Grupos
Grupos de complexos de o
_ _ Gl G2 G3 G4 G5 Cliviae
espécies de Colletotrichum
G1. Gloeosporioides
o 0,044 -
C. gloeosporioides
G2. Acutatum
0,013 0,165

C. abscissum

G3. Gloeosporioides
_ 0,089 0,156 0,191
C. siamense e C. murrayae

G4. Boninense
. _ 0,104 0,276 0,197 0,183
C. karstii e Colletotrichum sp.

G5. Gigasporum
_ 0,033 0,176 0,198 0,188 0,212
C. gigasporum

Cliviae
- 0,168 0,225 0,208 0,202 0,186 -
C. aracearum
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Figura 6. Eletroforese em gel dos produtos de amplificacdo dos isolados de
Colletotrichum spp. com o marcador P12, mostrando os diferentes
perfis genéticos de cada espécie do fungo, dentro dos seus
respectivos complexos de espécies (Gloeosporioides: S01.10,
MM1.18, OO01.7, TM2.1.7; Acutatum: O0O2.4; Boninense: S0O3.1,
BP1.10, BL1.5; Gigasporum: TG1.1.2 e Cliviae: BP1.2). PM: 100 pb
Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific). CN: controle negativo.
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Para a comprovacdo da patogenicidade, foram selecionados 31 isolados de

cada uma das espécies identificadas em cada um dos hospedeiros amostrados. Os

testes de patogenicidade em flores de laranjeiras ‘Valéncia’ estdo em andamento, no

entanto, os resultados obtidos, até o momento, encontram-se apresentados na Tabela

5.

Tabela 5. Resultados preliminares dos testes de patogenicidade com isolados de

pertencentes a cinco espécies de Colletotrichum, obtidos de diferentes

hospedeiros, inoculados em flores de laranjeiras ‘Valéncia’, sob condigbes

de casa de vegetacao

solado  Especie o g PROSEICO e (i)
MML1.18 C. siamense Mangueira/folha sim 10
BG1.1 C. siamense Goiabeira/folha sim 11
TO1.1.14 C. siamense Laranjeira/folha sim 10
TP3.3.6 C. siamense Mamoeiro/fruto sim 9
T™M2.1.7 C. asianum Mangueira/folha sim
0024 C. abscissum Laranjeira/flor sim
BO1.5 C. karstii Laranjeira/folha sim 10
TG1.1.2 C. gigasporum Goiabeira/folha sim
TL2.3.2 C. gigasporum Limeira/fruto sim
BP1.2 C. aracearum Mamoeiro/folha sim
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5. DISCUSSAO

O sequenciamento polifasico e a analise com marcadores ISSR possibilitaram
a identificagdo de uma colegéo de isolados de Colletotrichum obtidos de diferentes
espécies de frutiferas cultivadas no estado de Sao Paulo. Neste estudo, foram obtidos
resultados inéditos no Brasil, tais como, a identificacdo dos complexos Boninense e
Gigasporum associados aos citros, presenca dos complexos Boninense e
Gigasporum em goiabeiras, complexos Boninense e Cliviae em mamoeiros e
complexo Boninense em cajueiros e bananeiras. No pais, a espécie C. gigasporum
ainda ndo havia sido relatada em plantas.

A triagem dos isolados por oligonucleotideos espécie-especificos e por
marcadores ISSR possibilitaram a identificacdo de um grande numero de isolados
pela selecdo daqueles representativos da colecdo sem perder informacdes relevantes.
Verificou-se que os oligonucleotideos Cgint, Calntl/2 e Coll utilizados em conjunto
com o ITS4, séo de fato especificos para os complexos Gloeosporioides, Acutatum e
Boninense, respectivamente e, portanto, podem ser utilizados para triagem
populacional (LIMA et al., 2012; MCGOVERN et al., 2012; UACIQUETE et al., 2013;
AFANADOR-KAFURI et al., 2014; SAXENA et al., 2014). Ja os oligonucleotideos
MKCgF/R nao amplificaram apenas para o complexo Gloeosporioides, mas também
para o complexo Boninense e, neste caso, sugere-se que todos os isolados que
amplificarem apenas com estes oligonucleotideos sejam sequenciados.

Em citros, tanto advindos de tecidos sintométicos como assintomaticos, foram
identificados quatro complexos de espécies, Gloeosporioides, Acutatum, Boninense e
Gigasporum. Dos 50 isolados oriundos de flores de laranjeiras e limeiras com sintomas
de PFC, 62% foram pertencentes ao complexo Acutatum, espécie C. abscissum, 34%
ao complexo Gloeosporioides, espécie C. gloeosporioides, e 4% (isolados 002.18 e
TL3.4.1) ao complexo Boninense, espécie C. karstii. Tanto a espécie C. abscissum
qguanto C. gloeosporioides, encontradas no presente estudo, ja foram associadas a
sintomas de PFC no Brasil (LIMA et al., 2011; CROUS et al., 2015; SILVA et al., 2017).
Quanto a C. karstii, este € o primeiro relato desta espécie associada a PFC no pais.
No mundo, a espécie C. karstii ja foi relatada na China em folhas e brotos sintomaticos
e assintomaticos de Citrus spp. (PENG et al., 2012; HUANG et al., 2013). Também,
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ha relatos desta espécie ocorrendo em folhas e frutos sintomaticos de laranjeiras doce
na Italia (AIELLO et al., 2015) e em folhas, galhos e frutos sintoméaticos de limoeiros
em Portugal (RAMOS et al., 2016). Testes de patogenicidade realizados por Aiello et
al. (2015) e Ramos et al. (2016) comprovaram que isolados de C. karstii podem ser
patogénicos para flores e folhas de laranjeiras doce, tangerinas e limoeiros como
também para frutos de laranjeiras doce. Desta forma, este € um indicativo do
surgimento de mais uma espécie associada a PFC no Brasil.

Ja dentre os 326 isolados obtidos de folhas e frutos assintomaticos de
laranjeiras e limeiras, 89,6 % pertenceram ao complexo Gloeosporioides, 9,8 % ao
complexo Boninense, espécie C. karstii e Colletotrichum sp., e 0,6 % ao complexo
Gigasporum. Os isolados do complexo Gloeosporioides foram identificados como C.
gloeosporioides, C. siamense e C. murrayae, espécies ja associadas aos citros na
Africa, Asia e Europa (PENG et al., 2012; CHENG et al., 2013; HUANG et al., 2013;
DOUANLA-MELI; UNGER, 2017). Tanto C. gloeosporioides quanto C. karstii sdo
patogénicos para folhas e frutos de laranjeiras (AIELLO et al., 2015; RAMOS et al.,
2016) e sao comumente isolados de tais tecidos, sendo o C. gloeosporioides
encontrado em maiores proporcdes (PENG et al., 2012; HUANG et al., 2013; AIELLO
et al., 2015; RAMOS et al., 2016; TAHERI et al., 2016). Os isolados TL2.3.2 e SO3.11,
da espécie C. gigasporum, foram encontrados em frutos de limeira acida ‘Tahiti’ de
Taquaritinga e em frutos de laranjeiras ‘Pera’ de Santa Cruz do Rio Pardo. Até o
momento, apenas a espécie C. citri-maximae, deste complexo, foi relatada ocorrendo
endofiticamente em frutos de Citrus maxima, na China (DOUANLA-MELI; UNGER,
2017). No Brasil, C. gigasporum, foi associado apenas a um cisto feomicético
subcutaneo em um homem (LIU et al., 2014).

Com relagdo aos isolados obtidos de tecidos sintomaticos e assintomaticos de
mangueiras, 85% destes pertenceram ao complexo Gloeosporioides, sendo
identificados como C. gloeosporioides, C. siamense e C. asianum. As espécies C.
gloeosporioides e C. siamense também foram encontradas em mamoeiros, cajueiros,
goiabeiras e videiras, enquanto que em bananeiras foi encontrada apenas a espécie
C. gloeosporioides. Esta espécie de Colletotrichum, em especial, esta associada a
sintomas de antracnose nestas e em outras culturas (PHOULIVONG et al., 2010;
FARR; ROSSMAN, 2012; WEIR; JOHNSTON; DAMM, 2012; UDAYANGA et al., 2013;
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KRISHNAPILLAI;, WIJERATNAM, 2014; SHARMA; PINNAKA; SHENOY, 2015;
JAYAWARDENA et al.,, 2016b). Ja C. siamense foi constatada no Brasil, até o
momento, apenas em videiras (SANTOS et al., 2017), enquanto que, em mangueiras
esta espécie foi encontrada na India e Coldmbia (SHARMA et al., 2013; PARDO-DE
LA HOZ et al., 2016) e, em mamoeiros na Africa do Sul (WEIR; JOHNSTON; DAMM,
2012). Assim, este € o primeiro relato de C. siamense ocorrendo em goiabeira e
cajueiro no mundo e, em mangueiras e mamoeiros no Brasil. Colletotrichum asianum,
encontrada em folhas sintomaticas e assintomaticas de mangueiras no presente
estudo, € uma espécie comumente associada a sintomas de antracnose nesta
frutifera, assim como também pode ser patogénica para mamoeiros, bananeiras e
goiabeiras (PHOULIVONG; MCKENZIE; HYDE, 2012; LIMA et al., 2014).

Do complexo Boninense, Colletotrichum sp. foi encontrada apenas em folhas
assintomaticas de mamoeiros, enquanto a espécie C. karstii foi encontrada em folhas
sintomaticas de mangueiras e em folhas assintomaticas de mamoeiros, goiabeiras e
bananeiras e cajueiros. C. Kkarstii ja foi relatada em folhas assintomaticas de
mamoeiros na India (SHARMA; SHENOY, 2013) e esta associada a sintomas de
antracnose em mangueiras no Brasil (LIMA et al., 2013). Testes de patogenicidade
mostraram que este fungo pode ocasionar sintomas de antracnose em frutos de
goiabeiras, mamoeiros e bananeiras (LIMA et al., 2014). C. karstii ainda nao foi
descrita ocorrendo em goiabeiras, bananeiras e cajueiros, sendo este o primeiro relato
desta espécie ocorrendo naturalmente nestas culturas. Testes de patogenicidade
fazem-se necessarios para comprovar se Colletotrichum sp. e C. karstii sobrevivem
apenas endofiticamente em mamoeiros e cajueiros, respectivamente, ou se podem
ocasionar doenca nestas frutiferas.

Além dos citros, a espécie C. gigasporum foi encontrada colonizando
assintomaticamente folhas de goiabeiras. Embora C. gigasporum seja patogénico a
algumas espécies de plantas no mundo, como Citrus maxima (DOUANLA-MELI;
UNGER, 2017), Acacia auriculiformis, Centella asiatica, Coffea sp., Diospyros kaki,
Musa sp., Persea americana e Solanum betaceum (RAKOTONIRIANA et al., 2013;
LIU et al., 2014; WIJESUNDERA et al., 2015), ainda n&o havia sido relatado em
goiabeiras. J& com relacdo a C. aracearum, do complexo Cliviae, foi obtido apenas

um isolado, oriundo de folhas assintomaticas de mamoeiros. Deste complexo, apenas
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C. cliviae havia sido descrita em mamoeiros, no México (TAPIA-TUSSELL; CORTES-
VELAZQUEZ; VALENCIA-YAH, 2016; DOUANLA-MELI; UNGER; LANGER, 2017).
Testes de patogenicidade sdo necessarios para confirmar se C. gigasporum e C.
aracearum podem ocasionar doengas nos seus respectivos hospedeiros de origem.

Os resultados obtidos com os marcadores moleculares ISSR complementaram
agueles obtidos pelo sequenciamento génico e forneceram informac¢des quanto a
distribuicdo genotipica do fungo entre diferentes municipios e hospedeiros. Nesta
andlise, os isolados foram subdivididos de acordo com as espécies e complexos de
espécies de Colletotrichum as quais pertencem, assim como resultados obtidos por
outros pesquisadores (AFANADOR-KAFURI et al., 2014; MAHMODI; KADIR; PUTEH,
2014; SAXENA; RAGHUWANSHI; SINGH, 2014; STRACIERI et al., 2016). Isolados
do complexo Gloeosporioides foram o0s Unicos que se subdividiram em grupos
diferentes. Os isolados das espécies C. gloeosporioides e C. asianum foram
agrupados separadamente daqueles das espécies C. siamense e C. murrayae. Tal
fato também ja foi observado por outros pesquisadores que, inclusive, sugeriram que
C. siamense e as espécies que se agruparam a esta na analise filogenética, como C.
murrayae, C. communis sp. nov., C. dianesei, C. endomangiferae, C. hymenocallidis
e C. jasmini-sambac, fossem consideradas um novo complexo, distinto do complexo
Gloeosporioides, passando assim a ser nomeado como complexo Siamense
(SHARMA; PINNAKA; SHENOY, 2015). Nosso estudo demonstrou, principalmente
com relacdo aos resultados obtidos com os marcadores ISSR, que a sugestéo destes
pesquisadores tem fundamento.

Em todos os grupos do dendrograma obtido h& subgrupos formados de acordo
com a localizacdo geografica e hospedeiros dos quais os isolados provieram. Em
estudos de diversidade genética com marcadores dominantes, em geral, isolados de
Colletotrichum sdo mais comumente agrupados de acordo com seus hospedeiros de
origem do que por procedéncia geografica (SOUZA et al., 2013; MAHMODI et al.,
2014; SAXENA; RAGHUWANSHI; SINGH, 2014; SILVEIRA et al., 2016). No entanto,
por se tratarem de marcadores relacionados a regides repetitivas do DNA, marcadores
ISSR podem oferecer resultados mais especificos quanto a relagéo genética entre os
individuos. Em estudos com isolados de C. truncatum, oriundos de pimenteiras

cultivadas em dois estados da Malasia e nas regides norte e sul da China, os
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pesquisadores verificaram que o agrupamento dos isolados se deu de acordo com a
distribuicdo geografica dos seus respectivos hospedeiros (MAHMODI et al., 2014;
DIAO et al., 2015).

Neste estudo, observamos diferentes relacdes genéticas entre os isolados. Da
mesma forma que isolados de diferentes hospedeiros, provenientes de Bebedouro e
Taquaritinga, equidistantes em cerca de 50 km, foram agrupados no mesmo clado,
isolados de Bebedouro e Santa Cruz do Rio Pardo, distantes entre si em cerca de 250
km, também de diferentes hospedeiros, agruparam-se em clados em comum.
Também observamos que isolados oriundos de laranjeiras de uma mesma
propriedade foram agrupados de acordo com a idade dos pomares dos quais
provieram; isolados de diferentes hospedeiros, porém oriundos de uma mesma
propriedade citricola, também se agruparam em clados em comum. Estes resultados
sdo indicativos de que estirpes de Colletotrichum podem sofrer adaptacdes
especificas em uma determinada regido, microrregido ou hospedeiro até que sejam
carreadas ou introduzidas em outras localidades e hospedeiros e se adaptem a estes,
podendo assim continuar o seu ciclo epidemiolégico. Alelos especificos ocorrendo em
determinados micro-habitat podem ser Uteis para analisar o carreamento das estirpes
e sua distribuicdo geografica (MAHMODI et al., 2014).

Embora Colletotrichum possua um arsenal especifico para invadir e colonizar
as células de hospedeiros em especial (O’'CONNELL et al., 2012), este género de
fungo tem se mostrado muito versatil, possuindo habilidades para infeccao cruzada,
podendo muitas vezes, atingir e infectar multiplos hospedeiros (PHOULIVONG,;
MCKENZIE; HYDE, 2012; SOUZA et al., 2013; LIMA et al., 2014). Ao mudar de
hospedeiro, o fungo pode adquirir novas habilidades para invasdo e colonizagéo, o
que pode estar associado ao surgimento de novas espécies (PHOULIVONG;
MCKENZIE; HYDE, 2012; GAN et al., 2016). Somado a isto esta a habilidade desse
género de fungo de se multiplicar por compatibilidade vegetativa entre hifas,
aumentando ainda mais as chances de surgirem novas espécies e complexos de
espécies, cujos relatos tém aumentado exponencialmente nos ultimos anos (FRANCO
et al., 2011; DIAO et al., 2015; BEHNIA et al., 2016).

Essa versatilidade de espécies do género Colletotrichum esta sendo

demonstrada nos testes de patogenicidade em flores de laranjeiras ‘Valéncia’ no
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presente estudo. Os resultados preliminares indicaram que isolados das espécies C.
siamense e C. asianum, do complexo Gloeosporioides, C. karstii, do complexo
Boninense, C. gigasporum e C. aracearum, dos complexos Gigasporum e Cliviae,
respectivamente, mesmo sendo oriundos de diferentes hospedeiros além dos citros,
foram capazes de ocasionar sintomas de PFC em laranjeiras doces. C. karstii foi
relatada ocasionando sintomas de antracnose em frutos, folhas e ramos de citros
(AIELLO et al., 2015; RAMOS et al., 2016), entretanto, testes de patogenicidade
mostraram que esta espécie é capaz de ocasionar sintomas de PFC em laranjeiras
doce, tangerinas e limoeiros em Portugal (RAMOS et al., 2016). No mundo, espécies
do complexo Cliviae ainda nao foram relatadas ocasionando doencas em citros,
embora, até o momento, somente a espécie C. cliviae tenha sido descrita em folhas
assintomaticas de Citrus limon no Vietnd (DOUANLA-MELI; UNGER; LANGER, 2017).
No Brasil, além de C. gloeosporioides e C. abscissum (LIMA et al., 2011; SOUZA et
al., 2013; CROUS et al., 2015; SILVA et al., 2017), relata-se o envolvimento de quatro
espécies adicionais do género Colletotrichum associados a sintomas de PFC em
citros. Dada a sua inespecificidade de hospedeiros, as espécies do fungo encontradas
no presente estudo podem, inclusive, ser ou virem a ser patogénicas para outras

frutiferas.
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6. CONCLUSAO

Quatro complexos de espécies de Colletotrichum estdo associados aos citros
no estado de Sao Paulo, Brasil, sendo estes os complexos Gloeosporioides,
Acutatum, Boninense e Gigasporum. Sob condi¢cdes controladas, as espécies C.
siamense, C. asianum, C. karstii, C. gigasporum e C. aracearum sao patogénicas a
flores de laranjeiras ‘Valéncia’. Assim, a identificacdo de novas espécies associadas
aos sintomas da doenca explica, possivelmente, a diversidade de danos resultantes
da PFC em varios cenarios ambientais, muitas vezes nao favoraveis aos agentes
causais, e, a divergéncia de respostas dos niveis de controle da doenca, mesmo
mediante praticas de manejo diferenciadas. Assim, o entendimento sobre as
demandas ambientais para a ocorréncia das espécies associadas a PFC € de suma
importancia.

Ainda, segundo a analise com marcadores ISSR, a estreita relacdo genética
entre isolados de Colletotrihum spp. oriundos de diferentes hospedeiros, além dos
citros, é um indicativo do compartilhamento de hospedeiros por espécies do fungo,
com a provavel ocorréncia de fluxo de estirpes entre diferentes culturas, além da
melhor adaptabilidade entre as espécies de Colletotrichum aos seus hospedeiros,
visto que as espécies C. siamense, C. asianum, C. gigasporum e C. aracearum Sao

capazes de ocasionar sintomas de PFC em laranjeiras doces.
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Anexo 1. Cdédigos de acesso dos isolados de Colletotrichum e Glomerela presentes no banco de dados GenBank. Estas sequéncias

de DNA foram alinhadas as sequéncias de DNA dos isolados obtidos neste estudo

Gene e nimero de Acesso do GenBank?

Espécie Codigo? Hospedeiro Pais
ITS GAPDH TUB2 ACT CHS-1 GS

ggé'ggoéﬂfnh“m CBS 134727  Psidium guajava  Brasil KC204988  KC205022 : KC205073 KC205039 i
ggfg'GARC"" Citrus sinensis EUA KT153559  KT153549 - KT153539 KT153544 -
COAD 1877, o .
CBS 134797 Citrus sinensis Brasil KP843126  KP843129 - KP843141 KP843132 -
LGMF1269 Citrus sinensis Brasil KX059302  KX059039 - KX059263 KX059276 -

C. acutatum CBS 112996 Carica papaya Australia JQ005776  JQO48677 - JQO005839  JQO05797 -
CBS 112979 Pinus radiata Africa do Sul JQ948355 JQ948686 - JQ949676 JQ949016 -
CBS 142407 Citrus sinensis italia KY856397  KY856221 - KY855968 KY856133 -

C. aenigma ICMP 18686 Pyrus pyrifolia Japéo JX010243 JX009913 - JX009519 JX009789 JX010079
ICMP 18608 Persea Israel JX010244  JX010044 ; JX009443  JX009774 JX010078

americana

C. aeschynomenes  ICMP 17673 G‘f;%?g’:ome”e EUA JX010176  JX009930 - JX009483  JX009799  JX010081

C. annellatum CBS 129826 E'g;?lf;nsis Coldmbia JQ005222  JQ005309 - JQO05570  JQO05396 -

C. anthrisci CBS 125334  Anthriscus Paises GU227845 GU228237 ; GU227943 GU228335 ;

sylvestris Baixos

C. aracearum LC1033 (';"e‘igféif China KX853166  KX893585 - KX893577 . -
LC1041 E:I'I'g:rf]”dm” China KX853167  KX893586 ] KX893578 ] ;

C. arxii CBS 132511 Eg‘ph"’ped"“m Alemanha KF687716  KF687756 ] KF687802 KF687780 KF687756

C. asianum MFLU 090234 Coffea arabica Tailandia FJ972615 FJ972573 - FJ907421 - FJ972598
CMM 4057 Mangifera indica  Brasil KC329792 KC517168 - KC533747 - KC430897

(o]
=



Continuacdo do anexo 1

Gene e nimero de Acesso do GenBank?

Espécie Codigo? Hospedeiro Pais
ITS GAPDH TUB2 ACT CHS-1 GS
. Brachyglottis Nova
C. beeveri CBS 128527 repanda Zelandia JQO005171  JQO005258 - JQO005519 JQ005345 -
C. boninense CBS 123755 Crinum asiaticum  Japao JQO05153  JQO005240 - JQO005501 JQO005327 -
Solanum Nova
CBS 128549 betaceum Zelandia JQO005156  JQ005243 - JQO005504  JQ005330 -
GZAAS5.09505 Citrus medica China JQ247622 JQ247598 - JQ247646 - -
CBS 128547 Camellia sp. ;‘gé?q dia JQO005159  JQO005246 JQO005593 JQO05507 JQO005333 -
C. brasiliense CBS 128501 Passiflora edulis Brasil JQ005235 JQ005322 - JQO005583 JQO005409 -
CBS 128528 Passiflora edulis Brasil JQ005234 JQ005321 - JQO005582 JQ005408 -
C. brassicicola CBS 101059 ~ orassica Nova JQO05172  JQO05259 : JQO05520  JQO05346 .
oleracea Zelandia
C. brevisporum BCC 38876 Neoregalia sp. Tailandia JN050238 JN050227 - JN050216 KF687760 -
GZAAS5.09545  Citrus medica China JQ247623 JQ247599 - JQ247647 - -
C. camelliae- LC6415 Camellia japonica  Japéo KX853164  KX893583 : KX893575 : :
japonicae
C. catinaense CBS 142417 Citrus reticulata Itélia KY856400 KY856224 - KY855971 KY856136 -
CBS 142416 Citrus sinensis Portugal KY856399  KY856223 - KY855970 KY856135 -
C. chlorophyti IMI 103806 Chlorophytum sp.  india GU227894  JIN050227 - GU227992 (GU228384 -
C. citri CBS 134233 Citrus A China KC293581 KC293741 - KY855973 KY856138 -
aurantiifolia
CBS 134234 Cius China KC293582  KC293742 - KY855974 KY856139 -
aurantiifolia
L AGMy0254 : : .
C. citri-maximae (DSM 105133) Citrus maximum China KX943582 KX943578 - KX943567 KX943571 -
AGMy0102b Citrus maximum China KX943580 KX943576 - KX943565 KX943569 -
C. citricola CBS 134228 Citrus unshiu China KC293576 KC293736 - KC293616 KY856140 -
CBS 134229 Citrus unshiu China KC293577  KC293737 - KC293617 KY856141 KC293777
C. cliviae CBS 125375 Clivia miniata China JX519223 JX546611 - JX519240 GQ856722 -

8



Continuacdo do anexo 1

Gene e nimero de Acesso do GenBank?

Espécie Cédigo? Hospedeiro Pais
ITS GAPDH TUB2 ACT CHS-1 GS
Solanum . .

C. coccodes CBS 369.75 tuberosum Paises Baixos HM171679 HM171673 - HM171667 JX546681 -

C. colombiense CBS 129818 Passiflora edulis  Colémbia JQO005174 JQ005261 - JQO005522 JQ005348 -

gp e MTCC 11696  Citrus sp. Chandigarh ~ KC790977  KF452016 KF452029 KF451940 KF451988 .

C. constrictum CBS 128504 Citrus limon ggl‘:r‘] dia JQ005238  JQO05325 - JQO05586  JQO05412 -

C. cymbidiicola IMI 347923 Cymbidium sp. Australia JQ005166 JQ005253 - JQO005514  JQ005340 -
CBS 123757 Cymbidium sp. Japao JQ005168  JQO05255 - JQO05516  JQO005342 -

. Dacrycarpus Nova ) )

C. dacrycarpi CBS 130241 dacrydioides Zelandia JQO005236 JQO005323 JQO005584 JQ005410

C. dianesei MFLU 1300058 Mangifera indica  Brasil KC329779 KC517194 - KC517298 - KC430894
CMM4091 Mangifera indica Brasil KC329804 KC517180 - KC533737 - KC430908
CMM4406 Musa sp. Brasil KX094257 - KX094263 KX093989 KX094088 KX094211

C. dracaenophilum  CBS 118199 E;ﬁgif;ﬁa China JX519222  JX546707 - JX519238  JX519230 -

C. fioriniae IMI 324996 Malus pumila EUA JQ948301 JQ948631 - JQ949622 JQ948962 -
ATCC 12097 S;OdOde”dm” EUA JQ948307  JQ948637 . JQ949628  JQ948968 ;

C. fragariae CMM4242 Musa sp. Brasil KX094238 - KX094278 KX093971 KX094069 KX094197

C. fructicola ICMP 18581 Coffea arabica Tailandia JX010165 JX010033 - FJ907426  JX009866 JX010095
CBS 238.49 Ficus edulis Alemanha JX010181 JX009923 - JX009495 JX009839 JX010090
CBS 114054 Desconhecido Brasil KC566782 KC566636 DQ522504 KC566928 KC566349 -

C. fructi CBS 346.37 Malus sylvestris EUA GU227844  GU228236 - GU227942 GU228334 -

C. gigasporum CBS 125475 Coffea sp. Vietna KF687723 KF687836 - KF687789 KF687766 KF687750
CBS 133266 Centella asiatica  Madagascar KF687715 KF687822 - - KF687761 -
CBS 101881 Solanum Nova KF687736  KF687841 - KF687797 KF687777 KF687745

betaceum Zelandia
C. gloeosporioides CBS 112999 Citrus sinensis Itélia JQO005152  JQ005239 - JX009531 JX009818 JX010085

0o
w



Continuacdo do anexo 1

Gene e nimero de Acesso do GenBank?

Espécie Codigo? Hospedeiro Pais
ITS GAPDH TUB2 ACT CHS-1 GS
C. gloeosporioides CBS 953.97 Coffea arabica Tailandia FJ972609 FJ972582 - FJ907430 GQ856733 FJ972589
IMI 356878 Citrus sinensis ltalia JX010152  JX010056 GU994474 JX009531  JX009818 JX010085
LITJ13 Capsicum China KP748204  KP823783 - KP823751 - -
annuum
C. godetiae CBS 133.44 Clarkia hybrida Dinamarca JQ948402 JQ948733 - JQ949723  JQ949063 -
C. guajavae IMI 350839 Psidium guajava  india JQ948270  JQ948600 - JQ949591  JQU48931 -
C. helleniense CBS 142419 Citrus reticulata Grécia KY856447 KY856271 - KY856020 KY856187 -
C. hippeastri CBS 125376 C'iﬁ’aptﬁfns”“m China JQ005231  JQO05318 - JQO05579  JQO05405 -
C. hystricis CBS 142411 Citrus hystrix Itélia KY856450 KY856274 - KY856023 KY856190 -
C. ignotum E886 Tetragastris Panama GU994372 - GU994470 - - -
panamensis
C. johnstonii IMI 357027 Citrus sp. g‘e’l‘g’r‘] dia JQU48443  JQO48774 - JQ949764  JQ949104 -
Solanum Nova
CBS 128532 ycopersicum Zelandia JQU48444  JQO48775 - JQ949765  JQ949105 -
C. karstii CBS 129833 Musa sp. México JQO005175 JQ005262 - JQO005523 JQ005349 -
CBS 127596 Mangifera indica  Austrélia JQO005203  JQ005290 - JQO05551  JQO05377 -
CBS 129927 Anthurium sp. Tailandia JQO005206  JQ005293 - JQO05554  JQO05380 -
CBS 128551 Citrus sp. ygl‘g’r‘] dia JQ005208  JQ005295 - JQO05556  JQO05382 -
C. limetticola CBS 114.14 Cius =~ EUA JQO48193  JQ948523 - JQ949514  JQ948854 -
aurantifolia,
C. limonicola CBS 142410 Citrus limon Malta KY856472  KY856296 - KY856045 KY856213 -
CPC 27862 Citrus limon Malta KY856473 KY856297 - KY856046 KY856214 -
C. lupini CBS 507.97 Lupinus albus Franca JQO48166  JQ948496 - JQO49487  JQU48827 -
IMI 351261 Camellia sp. Reino Unido  JQ948177  JQ948507 - JQO49498  JQ948838 -
C. murrayae GZAAS5.09506 Murraya sp. China JQ247633  JQ247609 - JQ247657 - JQ247621

v8



Continuacdo do anexo 1

Gene e nimero de Acesso do GenBank?

Espécie Codigo? Hospedeiro Pais
ITS GAPDH TUB2 ACT CHS-1 GS

C. musae IMI 52264 Musa sapientum  Quénia JX010142  JX010015 - JX009432  JX009815  JX010084
CBS 116870 Musa sp. EUA JX010146  JX010050 HQS596280 JX009433  JX009896 JX010103
CMM4421 Musa sp. Brasil KX094259 - KX094297 KX093970 KX094090 KX094237

C.novae-zelandiae ~ CBS 128505 Capsicum Nova JQO005228  JQO05315 - JQO05576  JQO05402 -

annuum Zelandia

CBS 130240 Citrus grapefruit ggl‘:r‘] dia JQ005229  JQO05316 - JQO05577  JQO05403 -

C. oncidii CBS 129828 Oncidium sp. Alemanha JQO05169  JQO05256 - JQO05517  JQO05343 -

. Parsonsia Nova

C. parsonsiae CBS 128525 capaularis Zelhndia JQ005233  JQ005320 - JQ005581  JQO05407 -

C. petchii CBS 378.94 r?;fgﬁi?;‘ italia JQO05223  JQO05310 - JQO05571  JQO05397 -

C. phyllanthi CBS 175.67 :%'Lasmhus india JQ005221  JQO05308 - JQO05569  JQO05395 -

C. psidii CBS 145.29 Psidium sp. italia JX010219  JX009967 - JX009515 JX009901  JX010133

Colletotrichum sp.  CBS 123921 Bﬁggﬁmm Jap&o JQ005163  JQ005250 . JQO05511  JQO05337 ;
CBS 129821 Passiflora edulis ~ Colémbia JQ948182  JQ948512 - JQ949503  JQU48843 -

C. siamense ICMP 17795 Malus domestica  EUA JX010162  JX010051 JX010393 JX009506  JX009805 JX010082
ICMP 18578 Coffea arabica  Tailandia JX010171  JX009924  JX010404 FJ907423  JX009865 JX010094
ICMP 18121 %&Snc(j’;te: Nigéria JX010245  JX009942 JX010402 JX009460  JX009845  JX010092
ICMP 12567 :ﬁ'}rjﬁfana Australia JX010250  JX009940  JX010387 JX009541 JX009761 JX010076
7JCG-1 Ctenanthe China KP635210 - KP635212 - - -

oppenheimiana
C. simmondsii CBS 122122 Carica papaya Australia JQ948276 JQ948606 - JQ949597 JQ948937 -
C. theobromicola GJS08-50 Igfggroma Panama GU994360.2 - GU994477 - - -

g8



Continuacdo do anexo 1

Gene e nimero de Acesso do GenBank?

Espécie Codigo? Hospedeiro Pais
ITS GAPDH TUB2 ACT CHS-1 GS
C. torulosum CBS 128544 Solanum Nova JQO005164  JQ005251 - JQO05512  JQO005338 ;
melongena Zelandia
C. tropicale CBS 124949 Igf:gmma Panama JX010264  JX010007 JX010407 JX009489 JX009870 JX010097
C. tropicale ICMP 18672 Litchi chinensis ~ Japao JX010275  JX010020 - JX009480 JX009826 JX010086
GJS08-42 Annona muricata Panama GU994340 - GU994460 - - -
C. tropicicola BCC 38877 Citrus maxima Tailandia JNO50240  JN050229 - JN050218 - JIN050234
C. truncatum CBS 151.35 mﬁj;"“s EUA GU227862 GU228254 ; GU227960 GU228352 -
CBS 134232 Citrus limon China KC293580  KC293740 ; KC293620 KY856220
Glomerella acutata CBS 29467 Carica papaya Australia FJ972610 FJ972581 - FJ907429 - FJ972590
Monilochaetes CBS 869.96 Ipomoea batatas ~ Africado Sul  JQO05780  JX546612 . JQO005843  JQO05801 ;

infuscans

IATCC: American Type Culture Collection, Virginia, EUA; BCC: Culture Collection, National Center for Genetic Engineering and Biotechnology (BIOTEC),
Khlong Luang, Pathumthani, Thailand; CBS: Fungal Biodiversity Centre, Utrecht, Paises Baixos; COAD: Colecdo Octavio Almeida Drummond, Vigosa, Brazil;
CMM Culture Collection of Phythopathogenic Fung “Prof. Maria Menezes”, Recife, Brazil; CPC: Working collection of Pedro W. Crous, housed at CBS, Utrecht,
The Netherlands; IMI: Instituto Microbioldgico Internacional, CABI-Bioscience, Egham, Bakeham Lane, Reino Unido; GZAAS: Guizhou Academy of Agricultural
Science herbarium, Guizhou Province, China; ICMP International Collection of Microorganisms from Plants, Landcare Research, Auckland, Nova Zelandia; LC:
Working collection of Lei Cai, housed at CAS, China; LGMF: collection from the Fundecitrus Fungi Collection, Araraquara, Brazil; MFLU Mae Fah Luang
University Herbarium, Thailand; MTCC Microbial Type Culture Collection and Gene Bank, Chandigarh, India; RB: Cole¢&o pessoal de Riccardo Baroncelli,
Dipartimento di Scienze Agrarie, Alimentari e Agro-ambientali, Universita di Pisa, Pisa, Italy.

2 ITS: espagos intergénicos de unidades repetidas do DNA ribossdmico; GAPDH: sequéncia parcial do gene codificador do gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase; TUB2: sequéncia parcial do gene codificador da 3-tubulina.

Culturas espécie-tipo estéo enfatizadas em negrito.
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100)

100

100

100)

wor-TO1.1.1

TO1.14
wo-TO1.1.6
100 TO1.1.7
TO1.1.8
TL2.11

100~ T01.3.2

100

TL21.7

~T01.1.5 oligo MKCg
LTL2.1.4 oligo MKCg
—~TG1.1.2 oligo Coll1F/Coll3Rb*

LTL2.15

1w00-TO1.1.3
100, TO1.1.15
wo-TO1.3.8
TO1.3.9

TP3.3.5

TP3.3.6 oligo MKCg
T™M2.1.3

BL1.3

1wo—BL1.4

BL1.6

BG1.1

1o-BU1.3
BC1.1
BC1.2
BU1.4
T™M2.1.2
100-TM2.1.7
T™M2.1.11
T™2.1.12

100

100
100

100

100~ TM2.1.13
‘EETF‘SJJB
TL3.1.1

100 rTL2.3.4

LTP3.1.12 oligo MKCg"

‘GZ. C. gloeosporioides MKCg

L-r.;a. C. gloeosporioides Cgint/MKCg
BP1.10 oligo Coll1F/CollI3Rb
G4. C. acutatum oligo Calnt1/2/ITS4

100

100
100

100

G8. C. gloeosporioides oligo CgInt/ITS4

BP1.2 oligo Coll1F/Coll3Rb

Alternaria sp.

G5. C. gloeosporioides oligo Cgint/ITS4

G6. C. gloeosporioides oligo Cgint/ITS4

100
10 G7. C. gloeosporioides oligo Cglnt/ITS4
G9. C. gloeosporioides
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Anexo 2. Agrupamento
neighbor-joining resultante da
analise com marcadores ISSR
de isolados de Colletotrichum
spp. Destaque para o grupo
G1. Os isolados de que néo
amplificaram com o]
oligonucleotideo principal para
0 grupo constituiram excec¢des
e estdo marcados na cor azul.
Os isolados selecionados para
0 sequenciamento estao na cor
vermelha e azul com asterisco.

G1. C. gloeosporioides oligo Cgint/ITS4



100

100}

100

«GL C. gloeosporioides oligo Cgint/ITS4

100-S01.4

100, 001.2
100-003.7
100) §01.17
1wo-BB1.16
BP1.1 oligo Coll1F/Coll3Rb*
100~BP1.4 oligo Col1/ITS4*
BP1.5 oligo Coll1F/Coll3Rb*

100}

BB1.2

100 I:OO'\ T
BP1.8 olige Col1/ITS4"

e 003.3
mnEOOSJT

002.18 cligo Col1/ITS4*
S01.20

100}

100

100-TL2.3.3
T02.1.10

100-T02.1.3
TO2.1.8
100 [T02.3.6
T02.3.10
100 [SOBJ
S03.2
100-MON1.17

BO3.10
000 yoo-BL1.1
109 BL1.7
BL1.2
——BC1.6

BG1.2
MM1.2
BC1.4
w00 _—~BC1.5
BC1.18
1wo-BC1.14
100 BC1.16
BC1.15

oligo MKCg

1o~ 002.1

100

100-S02.23
502.25

502.26

100

IL1.2.5

G5. C. gloeosporioides oligo Cglnt/ITS4

G6. C. gloeosporioides oligo Cglnt/ITS4

o0 G7. C. gloeosporioides oligo CgInt/ITS4

G8. C. gloeosporioides oligo CglntITS4

e GO. C. gloeosporioides

BP1.2 aligo Coll1F/Coll3Rb

Alternaria spp.

oligo Cglnt/ITS4
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Anexo 2. Agrupamento neighbor-joining
resultante da analise com marcadores
ISSR de isolados de Colletotrichum spp.
Destaque para os grupos G2, G3 e G4.
Os isolados de que n&ao amplificaram
com o oligonucleotideo principal para o
grupo constituiram excecfes e estédo
marcados na cor azul. Os isolados
selecionados para o sequenciamento
estdo na cor vermelha e azul com
asterisco.

G2. C. gloeosparioides oligo MKCg

G3. C. gloeosporioides

G4. C. acutatum oligo Calnt1/2/ITS4



‘Gﬂ. C. gloeosporioides oligo CgInt/ITS4

100

oo

uG2 e G3 C. gloeosporioides

BP1.10 oligo Coll1F/Coll3Rb

Lo

100

100

100

100,

L1oo

|{Ga. C. acutatum oligo Calnt1/2/TS4

‘001.31 oligo MKCg
100-001.42
o L001.43
001.47

100 TO2.1.11
TO2.1.12
100~ TO2.3.2
100 TO2.35
100 T02.37
TO2.3.9
T02.3.12

BO1.11 oligo MKCg
BO3.2

1uu[GO1,1
100 GO1.5
100 GO16

100 100 —~GO1.3

ma[MOV1 4
MOV1.5
MOV1.10

—«GG. C. gloeosporioides oligo Cglnt/ITS4

‘G7 C. gloeosporioides oligo CglInt/ITS4

MG& C. gloeosporioides oligo Cglnt/ITS4

N C9. C. gloeosporioides

BP1.2 oligo Coll1F/Coll3Rb

Alternaria sp.
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Anexo 2. Agrupamento neighbor-
joining resultante da analise com
marcadores ISSR de isolados de
Colletotrichum spp. Destaque
para o grupo G5. Os isolados de
que nao amplificaram com o
oligonucleotideo principal para o
grupo constituiram excecdes e
estdo marcados na cor azul. Os
isolados selecionados para o
sequenciamento estdo na cor
vermelha e azul com asterisco.

G5. C. gloeosporioides oligo Cgint/ITS4



100

100

100

MGZ e G3 C. gloeosporioides

rBP1.10 oligo Coll1F/Coll3Rb

100

100

100

100
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‘G‘]. C. gloeosporioides oligo Cgint/ITS4

‘64. C. acutatum oligo Calnt1 ou 2/ITS4

001.3

001.12

10o-001.11
001.14

10o-MM1.16
MM5.3

" 00338
100-003.13

0034
2 100-003.10
[ L003.11
003.14
L'j[

100

100

100~ 102.3.1
%1’02.3.1 1
T02.34

LiL2ss

BO3.8 oligo MKCg
BO3.9
BO3.6

BC1.7
BU1.1

‘G?. C. gloeosporioides oligo Cgint/ITS4

“GB. C. gloeosporioides oligo CgInt/ITS4

N GO . C. gloeosporioides

BP1.2 oligo Coll1F/Coll3Rb

Alternaria sp.

<G5. C. gloeosporioides oligo CgInt/ITS4

Anexo 2. Agrupamento
neighbor-joining  resultante
da andlise com marcadores
ISSR de isolados de
Colletotrichum spp. Destaque
para o grupo G6. Os isolados
de que ndo amplificaram com
o oligonucleotideo principal
para O grupo constituiram
excecOes e estdo marcados
na cor azul. Os isolados
selecionados para o]
sequenciamento estéo na cor
vermelha e azul com
asterisco.

G6. C. gloeosporioides oligo CgInt/ITS4



——«GL G2 e G3 C. gloeosporioides

~BP1.10 oligo Coll1F/Coll3Rb

!64. C. acutatum oligo Calnt1/2/ITS4
AGS, C. gloeosporioides oligo CgInt/ITS4

‘GG, C. gloeosporioides oligo Cgint/ITS4

100}

100

100|

COV1.8 oligo MKCg

cov1.9
o ~COV1.4

Lcovis
100-CON1.10

Q0V3.2
COV3.5

100-CON1.2
1L CON1.11

100 Ccov1.1
00 covi.7

COV1.15
CON3.2
Cov1.3
CON3.3
CON3.4
IL1.1.2
IL1.1.3

000 100-1L1.3.7

IL1.34

00 IL1.1.18
IL1.1.22

w 1L2.1.13
100 ?Lz.a.z

o 1L2.1.15
100-1L2.3.1
1237

—IL233

100-S01.18
00 L-501.22
100 S01.21
100 S01.19
S02.6
100}

Joof

IL1.3.9
19 yoor-IL1.1.5
100] L% IL1.1.12
. IL1.1.21
1L1.3.10
1

1007~ TL3.4.1 oligo Col1/ITS4*
%TP&LA oligo MKCg

BP3.12 oligo CgInt/ITS4

BP1.2 oligo Coll1F/ColI3Rb
—BB1.11

100-BB1.12
BB1.17

COV2.5 oligo Coll1F/Coll3Rb*

oligo CgInt/ITS4

oligo MKCg

oligo CgInt/ITS4

Alternaria sp.
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Anexo 2. Agrupamento neighbor-
joining resultante da analise com
marcadores ISSR de isolados de
Colletotrichum spp. Destaque para
0os grupos G7, G8 e G9. Os
isolados de que n&do amplificaram
com o oligonucleotideo principal
para 0 grupo  constituiram
excecOes e estdo marcados na cor
azul. Os isolados selecionados
para 0 sequenciamento estdo na
cor vermelha e azul com asterisco.

G7. C. gloeosporioides oligo CgInt/ITS4

G8. C. gloeosporioides oligo MKCg

G9. C. gloeosporioides



