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Resumo

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) é uma planta arbdrea, originada da américa do Sul,
provavelmente nas bacias dos rios Amazonas e Orinoco. No género Theobroma, o cacau
é uma das poucas espécies utilizadas para fins econdmicos, com potencial para producao
de uma infinidade de subprodutos, dentre eles a manteiga de cacau e o chocolate. A
cultura apresenta grande importancia para mais de 50 paises, dentre os quais o Brasil
representa a sexta maior producdo, com a maior parte concentrada no estado da Bahia.
Embora seja uma cultura de grande importancia, a produtividade do cacau tem sido
limitada pela ocorréncia de diversos problemas fitossanitarios. Dentre 0s patdgenos que
acometem a cultura, fungos dos géneros Colletotrichum e Pestalotiopsis podem
representar ameaca caso sejam dispersos sob condigdes favoraveis. Espécies de
Colletototrichum ja foram relatadas causando antracnose no cacaueiro em todos os paises
produtores da cultura. Nesta cultura, Pestalotiopsis spp. s@o relatadas principalmente
como endofiticas, tendo sido observada causando manchas foliares em Cuba. Durante
muito tempo, espécies de Colletotrichum e Pestalotiopsis foram caracterizadas somente
através de caracteres morfoculturais, ocasionando diversas sobreposicdes e sinonimias.
Os objetivos deste estudo foram caracterizar isolados de Colletotrichum e
Neopestalotiopsis associados a doencgas foliares no cacaueiro. Folhas de cacaueiro
apresentando sintomas, foram coletadas nos municipios de Igrapiina-BA, Boca da Mata-
AL e Maceio-AL. No laboratorio foram realizados isolamentos indiretos e obtencao de
culturas monospdricas para posterior identificacdo. Essa identificacdo foi feita a partir de
técnicas moleculares utilizando as regides gendmicas, GAPDH, TUB2, CHS, ACT e
CAL, em conjunto com técnicas de caracterizacdo morfocultural. Dentro deste género foi
possivel identificar as espécies, C. fructicola, C. siamense, C. theobromicola, C.
aeschynomenes, C. tropicale, C. karstii, C. limetticola e C. gigasporum causando
antracnose em folhas de cacaueiro, sendo este o primeiro relato destas espécies na
cacauicultura brasileira e o primeiro relato de C. aeschynomenes, C. karstii e C.
limetticola, na cultura do cacau a nivel mundial. Para Neopestalotiopsis, foram utilizados
dados de sequéncia ITS, B-tub e EF1-a, que permitiu agrupar 5 isolados em duas espécies:
N. surinamensis e N. brasiliensis sp. nov. Este € o primeiro relato de N. surinamensis na
cultura do cacau e a primeira ocorréncia dessa espécie no Brasil, enquanto que N.
brasiliensis trata-se de uma nova espécie pertencente ao género Neopestalotiopsis.

Palavras-Chave: Malvaceae. Antracnose. Mancha foliar. Inferéncia Bayesiana.



Abstract

The cacao (Theobroma cacao L.) is a tree plant, originated in South America, probably
in the Amazon and Orinoco river basins. In the genus Theobroma, cocoa is one of the few
species used for economic purposes, with potential for the production of a multitude of
by-products, among them cocoa butter and chocolate. The culture is of great importance
to more than 50 countries, among which Brazil represents the sixth largest production,
with the bigger part concentrated in the state of Bahia. Although a crop of great
importance, cocoa productivity has been limited by the occurrence of various
phytosanitary problems. Among the pathogens that affect the crop, fungi of the genus
Colletotrichum and Pestalotiopsis can pose a threat if dispersed under favorable
conditions. Species of Colletototrichum have already been reported causing anthracnose
in cacao in all crop producing countries. In this culture, Pestalotiopsis spp. are reported
mainly as endophytic, having been observed causing leaf spot in Cuba. For a long time,
species of Colletotrichum and Pestalotiopsis were characterized only by morpho-cultural
characters, causing several overlaps and synonymy. Thus, the objectives of this study
were to characterize isolates of Colletotrichum and Neopestalotiopsis associated with leaf
diseases in cacao. For that, cocoa leaves presenting symptoms were collected in the
municipalities of Igrapiuna-BA, Boca da Mata-AL and Maceio-AL. In the laboratory,
were done indirect isolation and getting monosporic cultures for later identification. the
Colletotrichum species were characterized was made from molecular techniques using
the genomic regions, GAPDH, TUB2, CHS, ACT and CAL, together with
morphocultural characterization techniques. Within this genus, it was possible to identify
the species, C. fructicola, C. siamense, C. theobromicola, C. aeschynomenes, C.
tropicale, C. karstii, C. limetticola and C. gigasporum causing anthracnose in cacao
leaves. This is first report of these species in Brazilian cacauicultura and the first report
of C. aeschynomenes, C. karstii and C. limetticola, in the cacao culture. For
Neopestalotiopsis were used ITS, B-tub and EFl-o sequence data, which allowed
grouping of 5 isolates into two species: N. surinamensis and N. brasiliensis sp. nov. This
is the first report of N. surinamensis in cacao culture and the first occurrence of this
species in Brazil, whereas N. brasiliensis its about a new species belonging to the genus
Neopestalotiopsis.

Keywords: Malvaceae. Anthracnose. Leaf spot. Bayesian Inference.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura7

Figura 8

LISTA DE FIGURAS

Sintomas causados por Colletotrichum spp. em folhas de cacaueiro
QLT o] £ 4= W oF=Tox=To ) HR USRS

Sintomas causados por isolados de Colletotrichum spp. em folhas de
cacaueiro oito dias apds a inoculagcdo com: A - Discos de BDA contendo
miceélio das espécies, B - Suspensao de esporos, C — Testemunha com discos
de BDA e D —Testemunha com ADE. .........ccooiiieiiiiiciree e

Arvore filogenética de Inferéncia Bayesiana baseada nas sequéncias
concatenadas dos genes ACT, CAL, CHS GAPDH e B-tub. A arvore foi
enraizada com Colletotrichum truncatum (out-group). Os isolados estudados
no presente trabalho, estdo marcados em Negrito. ..........coceverereneiinesinenenns

Figura 4- Caracteristicas morfoculturais das espécies de Colletotrichum
identificadas no presente estudo (Verso e reverso da colonia aos 7 dias de
idade, conidios e apressorios). ABC - C. tropicale; DEF - C.
aeschynomenes; GHI - C. siamense; JKL - C. fructicola; MNO - C.
theobromicola; PQR - C. gigasporum; STU - C. karstii; VWX - C.
LT 1= 1A oo F- USSP

Sintomas causados por isolados de Neopestalotiopsis spp. em folhas de
cacaueiro oito dias apos a inoculacdo com: A - Discos de BDA contendo
micélio das espécies, B - Suspenséo de esporos, C — Testemunha com discos
de BDA e D —Testemunha com ADE. ........cccooiiiiiieiine e

Caracteristicas morfoculturais de N. surinamensis. A1 - Verso da colOGnia aos
Arvore filogenética de Inferéncia Bayesiana baseada nas sequéncias
concatenadas de ITS, TUB e TEF1. A arvore foi enraizada com
Pestalotiopsis trachicarpicola (OUt-group). ......ccccceeeeeveeresieee e

Caracteristicas morfoculturais de N. surinamensis. Al - Verso da col6nia aos
sete dias de idade, cultivada em BDA sintético. A2 - Reverso da coldnia aos
sete dias de idade, cultivada em BDA sintético. B — Conodiomas em acicolas
de pinheiro. C — Célula conidiogénica. D -  Conidios.

Caracteristicas morfoculturais de N. brasiliensis. Al - Verso da colbnia aos
sete dias de idade, cultivada em BDA sintético. A2 - Reverso da coldnia aos
sete dias de idade, cultivada em BDA sintético. B — Conodiomas em acicolas
de pinheiro. C e D — Célula conidiogénica e formacdo de conidios. E —
Conidio iIMaturo. F — Conidios. .......ccceeieuiiiiiie et

31

37

40

42

61

62

63

64



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

LISTA DE TABELAS

“primers” usados para identificacdo de espécies pertencentes ao género
COllEtOtFICAUM. ..cviece e e e e

Sequencias de Colletotrichum spp. obtidas do GenBank e usadas nas analises
FIlOQENELICAS. ...cvevieeiecee e e e

Caracteristicas morfologicas e culturais das espécies de Colletotrichum
identificadas neste estudo.

“primers” usados para identificacdo de espécies pertencentes ao género
NEOPESLAIOTIOPSIS. ...vvveeiie sttt et

Cadigos das culturas e nimeros de acesso do GenBank de sequéncias de DNA
de Neopestalotiopsis spp. utilizados na analise filogenética. ............ccccvevvenenne.

33

34

41

58

59



SUMARIO

1 INTRODUGAO GERAL ..ottt ettt ettt n st 9
2 REVISAO DE LITERATURA ....coooiiittet ettt s ettt en s 11
(O Tox= L1 71 o 1 SRS SURRSPRR 11
TaAXONOIMIA € OFIGEIM ...ttt ettt ettt ettt e et eenees 11
Descric8o botanica e fiSIOIOGICA. .......ueveiiiiiiieie e 11
Importancia social e econdmica, principais usos e Processamento ...........ccccccveeverenen. 12
ANEEACNIOSE ... vttt ettt ettt ettt et e h et e st e s te et eeae et e eae et e s te et e ene et e e nteeaeenneareenrenre e 14
(1= LT ol O] | 1= 0] T 11U o oSSR 15
Complexos de espécies de ColletotriChum............cooiiiiiiiiii e 16
Colletotrichum ACULALUM .........oiiiie it eesneeeennees 16
Colletotrichum DONINENSE........iiiiie it tre e e enees 17
ColletotriChum gigasPOrUM ........c.uiiiiiii i 17
Colletotrichum gloBOSPOITOITES ........coivieiie ittt 17
PESTAIOTIOPSIS SPP. ettt ittt ittt 17
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt 20
CAPTTULO | oot 27
3 IDENTIFICACAO DE Colletotrichum spp. ASSOCIADAS A ANTRACNOSE DO
CACAUEIRO NOS ESTADOS DE ALAGOAS EBAHIA. ... 28
RESUIMIO ...ttt bttt ettt e st e st e e bt e e kbt e et e e snb e e e nan e e e neeas 28
INTRODUGAO. ...ttt ettt ettt sttt n e 29
MATERIAL E METODOS .....cocoiviiiiiteeeeeeeeeete ettt 30
(0] o] (<] pTor= ol o [0 I TSl0] F- o o3RS 30
Teste de PatOgeniCIdAOE ........ccocviviiiii e 31
Caracterizagao MOIECUIAN ............ceiiiii e 31
Caracterizacdo morfolgica e cultural..........c..cccceeiiiiiiii e 35
RESULTADOS ...ttt sttt sttt ettt e e ra e beeneeaneeneeaneeneas 36
(@] 0=T g Tor= ol o [0 10 = To (01 PSP TUR PRI 36
Teste de PatOgeNICIdAOE ........cooiviie i 36
CaracterizaGdo MOIBCUIAN ..........ccviiiiiiie et 37
Caracterizacdo cultural € MorfolOgiCa..........cceiiiiiiiiiiiii e 39
DISCUSSAO ..ottt 41
CONCLUSOES: ...ttt 46
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......oooiuieieeeeeeeet et 47
(07 =] 1 10 @ N 1 OO TTTRRR 53

4 IDENTIFICACAO DE ESPECIES DE Neopestalotiopsis ASSOCIADAS A MANCHAS
FOLIARES NA CULTURA DO CACAU......coci et 54



RESUMO....ocvviiiii e QU oo eessees s 54

INTRODUGAO. .......ocoieiieieeceeie ettt ettt 55
MATERIAL E METODOS .......ooiiiieieieteeeete ettt 56
Origem e 0btenGa0 dOS ISOIATOS. .........cccviiiiiiiieii e 56
Teste de PAtOGENICIAAAE ......ccuviiiiiiiieiie e 56
CaracterizaG@o MOIBCUIAN ..........ccviiiiiiieie e 57
Caracterizagdo cultural € morfol0giCa...........ccovviiiiiiiiiiii e 59
RESULTADOS ...ttt ettt sttt sttt b ettt beebeeneeneens 59
ODEENGED OS ISOIAAODS ...ttt 59
Teste de PAtOGENICIAAAE ......c.viiiiiiieii et 60
Caracterizag@o MOIBCUIAN ..........ccviiiiiiieie e 60
Caracterizagdo cultural € morfol0giCa...........covviiiiiiiiiiiie 62
DISCUSSAD ...ttt 64
CONCLUSOES: ...ttt 67

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....ccoe oottt e aee e eeraen e aen e 68



1 INTRODUCAO GERAL

O cacaueiro (Theobroma cacao) ¢ originado da américa do Sul, provavelmente
nas bacias dos rios Amazonas e Orinoco (SILVA NETO et al., 2001; OETTERER 2006;
AFOAKWA 2010). Dentro do género Theobroma, esta é uma das poucas espéecies
utilizadas para fins econdémicos, com potencial para producdo de uma infinidade de
subprodutos como a mateiga de cacau e o chocolate (ALVES 2002; SODRE 2007;
ALMEIDA; VALLE 2007).

De acordo com dados da International Cocoa Organization (ICCO), em 2016 o
Brasil produziu 230.000 toneladas de améndoas, representando a sexta maior producao
mundial. Na Bahia, estado brasileiro maior produtor da cultura, o cacau tem papel
importante na manutencdo da economia de mais de 100 municipios (SOUZA JUNIOR et
al., 2011), no entanto a produtividade da cultura tem sido limitada pela ocorréncia de
diversos problemas fitossanitarios (ALMEIDA et al., 2009; SIMOES 2010). Doencas
ocasionadas por fungos dos géneros Colletotrichum e Pestalotiopsis, podem representar
uma ameaca a cultura, sob condigdes favoraveis ao seu desenvolvimento (SFALSIN
2012).

Espécies do género Colletotrichum s@o responsaveis por causar a doenca
conhecida como antracnose em uma ampla gama de hospedeiros (DEAN et al., 2012;
KUMAR et al., 2011). Na cultura do cacau, a antracnose ja foi relatada em todos os paises
produtores do mundo (OLIVEIRA; LUZ 2005). No Brasil os sintomas sdo mais
observados nos ramos e nas folhas, onde manchas escuras iniciam-se no apice e evoluem
através das margens por todo o limbo (OLIVEIRA 2017). A identificacdo de
Colletotrichum é de fundamental importancia para tomada de decisbes no manejo da
doenca. Durante muito tempo a caracterizacdo de espécies pertencentes a este género foi
baseada em dimenses de conidios, indice de crescimento micelial e gama de hospedeiros
(TALHILHAS et al.,, 2002; SUTTON 1992), no entanto a alta variabilidade dessas
caracteristicas tornaram essa metodologia, por si sO, insuficiente para separacdo das
espécies, sendo entdo necessario a utilizacdo de técnicas moleculares (HYDE et al., 2009;
LIMA 2013).

O género Pestalotiopsis esta amplamente distribuido, podendo ser encontrado

naturalmente, como endofiticos, saproéfitas e patogénicos (JEEWON et al., 2004). A partir
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de estudos filogenéticos conduzidos por Maharachchikumbura et al. (2014a), este género
foi dividido em trés: Pestalotiopsis, Neopestalotiopsis e Pseudopestalotiopsis. No
cacaueiro, Pestalotiopsis spp. sdo encontrados principalmente como endofiticos
(HANADA et al., 2010; RUBINI et al., 2005), no entanto, uma espécie deste género foi
observada causando manchas foliares em Cuba (URTIAGA 1986). Até o presente

momento, ndo existiam relatos de Neopestalotiopsis na cultura do cacau.

Assim como em Colletotrichum, espécies de Pestalotiopsis, eram identificadas
com base em caracteristicas culturais, morfolégicas e gama de hospedeiro. No entanto
para uma precisa identificacdo, atualmente se faz necessario a utilizagdo de marcadores
moleculares, sendo ITS, TUB e EF1-a (Fator de Elongagdo) os mais precisos (HYDE et
al., 2009; PHOULIVONG et al., 2012; CANNON et al., 2012; LIMA et al., 2013;
MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2012, 2014a). Com base nestas técnicas, € possivel
que espécies anteriormente descritas em Pestalotiopsis, migrem para outros géneros,
tornando-se admissivel que espécies de Neopestalotiopsis possam estar presentes na

cultura do cacau.

O presente estudo teve como objetivo caracterizar isolados de Colletotrichum e de
Neopestalotiopsis associados a cultura do cacau, por meio de analises multilocus e

caracterizacdo morfocultural.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Cacaueiro

Taxonomia e origem.

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) estd incluido na ordem Malvales, familia
Malvaceae (SOUNIGO et al., 2003; BORGES et al., 2014; SANTOS et al., 2017), que
reune aproximadamente 4200 espécies distribuidas em 250 géneros (BAYER et al., 1999;
GRINGS 2013). O género Theobroma, que agrupa cerca de 22 espécies, é um dos mais
importantes por agrupar representantes como cacau e cupuacu, plantas de alto potencial
econdmico (SODRE, 2007).

E uma planta originaria da America do Sul, provavelmente das bacias dos rios
Amazonas e Orinoco (SILVANETO et al., 2001; OETTERER 2006; AFOAKWA 2010),
onde € encontrado em condi¢Ges naturais sob o dossel de grandes arvores das florestas
tropicais. A espécie foi citada pela primeira vez na literatura botanica por Charles de
L’Ecluse, que a descreveu com o nome de Cacao fructus. Em 1737, foi reclassificada por
Linneu como Theobroma fructus, que posteriormente a renomeou para Theobroma cacao
(SILVA NETO et al., 2001). A palavra de origem grega “theobroma”, significa alimento
dos deuses, em referéncia a origem divina atribuida ao cacaueiro pelos povos
mesoamericanos (LOPES et al., 2011; EFRAIM 2009). Durante décadas a espécie foi se
dispersando até chegar ao Norte da América do Sul e Central sendo cultivada pelos
astecas e maias no México (MORORO 2012).

Descricdo botéanica e fisiologica.

De acordo com Muller (2012) o cacaueiro atinge até 20 metros de altura em
condicdes ambientais de florestas sombreadas, e em condi¢des de cultivo é mantida entre
3 e 5 metros de altura. A planta apresenta caulifloria e produz cerca de 100.000 flores/ano
das quais 1 a 5% sdo fertilizadas e apenas 0,1% sdo frutificadas. Os frutos possuem
formato ovoide ou alongado, sendo inseridos diretamente no caule apresentando
coloracdo entre verde e amarelo ou roxo e laranja (PARENTE 2010; SILVANETO et al.,
2001). S&o sustentados por pedunculos lenhosos e comportam de 30 a 40 semente de 2 a
3 centimetros de comprimento, com formato elipsoide ou ovoide (PARENTE 2010;
SILVA NETO et al., 2001; SANTOS 2012).
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E uma cultura perene de clima tipicamente tropical (ALMEIDA; VALLE 2007),
necessitando, entretanto, de um bom sombreamento para seu desenvolvimento e producéao
(SOMARRIBA; BEER 2010). Sendo assim, quanto menor a incidéncia de luz, maiores
as taxas fotossintéticas e trocas gasosas, 0 que possibilita uma maior disponibilidade de
fotoassimilados que sdo utilizados no crecimento e rotas metabdlicas de defesa
(BARROSO 2014; SANTOS et al., 2017). O sombreamento associado a sistemas de
irrigagdo, sobretudo nos dois primeiros anos, garante um bom crescimento e
desenvolvimento, favorecendo 0 sucesso da cultura. Nos anos iniciais de
desenvolvimento, o cacaueiro ainda pode ser consorciado com outras culturas como

seringueira, mamoeiro, bananeira ou mandioca (LEITE et al., 2010).

Importancia social e econdmica, principais usos e processamento.

O cacaueiro apresenta grande importancia econdémica para mais de 50 paises
(SERENO et al., 2006), com participacdo relevante no comércio internacional nas
importacoes e exportacdes de produtos agricolas (GUYTON 2003). Os produtos finais de
gréos de cacau, especialmente chocolate e bebidas, sdo considerados alimentos basicos
em muitos paises do mundo (NDUKWU et al., 2010).

De acordo com a International Cocoa Organization, os cinco maiores produtores
de cacau na safra 2014/2015 foram: Costa do Marfim (1.796.000 toneladas), Gana
(740.000 toneladas), Indonésia (325.000 toneladas), Equador (250.000 toneladas) e
Camardes (232.000 tonelas), representando cerca de 80% da producéo mundial. O Brasil,
na década de 1980, chegou a ser o segundo maior produtor de cacau do mundo, com
producdo em torno de 400.000 toneladas, das quais aproximadamente 90% foram
exportadas. Atualmente, ocupa a sexta posicdo do “ranking” internacional com
aproximadamente 230.000 toneladas produzidas, cerca de 5% da producdo mundial,
concentradas principalmente nas regides Norte e Nordeste do pais (BASTOS 1987;
ALVES 2002; DEUS 2015; ICCO 2016).

O estado da Bahia é o maior produtor de cacau do pais, contribuindo com cerca
de 54% da producdo nacional e 100% da producdo do Nordeste. E seguido pelos estados
do Pard, Espirito Santo e Rondbnia, que contribuem respectivamente com 40%, 2,6% e
2,4% do total produzido no pais (IBGE 2016).

O principal objetivo do cultivo do cacau esta no aproveitamento de suas sementes

(améndoas) para producgdo de diversos produtos, destacando-se dentre eles o chocolate
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(ALVES 2002). Este produto somente pode ser obtido a partir destas améndoas
fermentadas, secas e torradas, ndo havendo nenhuma forma de produgdo artificial. O
desenvolvimento do sabor é influenciado diretamente pela constituicdo genética das
sementes e pelas etapas de fermentagéo e torragdo (POSSIGNOLO 2010; DEUS 2015).
Na fermentacdo ocorre uma diminui¢do do pH associado com aumento da temperatura
(45 a 50°C), acarretando na morte do gérmen e a partir de entdo 0s gréos passam a ser
chamados améndoas (CRUZ 2002; AFOAKWA 2010). Com a morte da semente ocorrem
mudancas estruturais e geracdo de precurssores de sabor, como a hidrélise de proteinas,
originando aminoéacidos livres (BECKETT 1994). Apds esta etapa as améndoas
apresentam em torno de 48 a 57% de gordura, 2,2 a 2,5% de nitrogénio total, 6,5 a 9% de
carboidratos e 2,2 a 3,2% de fibras (BISPO 1999).

Na secagem, a fermentacao € interrompida e o teor de umidade das améndoas é
reduzido tornando-as estaveis para 0 armazenamento. Esta etapa deve ser iniciada
imediatamente apos a fermentacdo (HANSEN et al., 1998; DEUS 2015). J& na torracdo
ocorre um tratamento térmico fundamental para se obter as caracteristicas de qualidade
do produto final, através de reacdes quimicas que fazem com que os aminoacidos livres
e 0s agUcares redutores (precursores do sabor), produzidos na fermentacdo, sejam
convertidos em produtos que coferem, sabor, cor e aroma tipico do chocolate (DEUS
2015). Entretanto, cabe ressaltar que as variedades de cacau estdo diretamente
relacionadas com a qualidade e a intensidade do sabor do produto final, uma vez que a

quantidade de precursores do sabor pode ser variavel (POSSIGNOLO 2010).

Ainda das sementes extrai-se a manteiga, muito utilizada na inddstria
farmacoldgica e na fabricacdo de cosméticos. O processamento do cacau gera uma grande
quantidade de subprodutos. A polpa que envolve as sementes € rica em agucares, sendo
utilizada na fabricacdo de geleia, vinho, licor, vinagre e suco, garantindo assim o potencial
econémico da cultura (SILVA NETO et al., 2001; SANTOS 2012).

Embora constatada a importancia econdmica e social da cultura, devido seu
potencial para producdo de uma variedade de derivados, a cacauicultura brasileira tem
passado por sérias dificuldades decorrentes de problemas fitossanitarios, como doencas

causadas por espécies de Colletotrichum e Neopestalotipsis.
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Antracnose
Embora seja dado maior atencdo para vassoura de bruxa, a antracnose do

cacaueiro pode representar uma ameaga caso seja disseminada e encontre condicGes

favoréveis ao seu estabelecimento e desenvolvimento (OLIVEIRA 2017).

A antracnose ¢ uma doenca de grande importancia mundial, podendo atacar uma
ampla gama de hospedeiros incluindo cereais, gramineas, leguminosas, hortalicas,
culturas perenes e arvore frutiferas (DEAN et al., 2012; KUMAR et al., 2011). Na cultura
do cacaueiro, a doenca ja foi relatada em todos os paises produtores do mundo,
apresentando maior importancia econdmica na Colémbia e nos paises do oeste da Africa
e sudeste da Asia (BARROS 1981; OLIVEIRA; LUZ 2005; OLIVEIRA 2017). Os
sintomas séo observados nos ramos, folhas e frutos em qualquer fase de desenvolvimento
da planta. No entanto, os danos verificados no Brasil sdo mais pronunciados nas folhas e
nos ramos (OLIVEIRA 2017).

As folhas mais jovens sdo mais sucetiveis ao ataque da doenca, onde os sintomas
de manchas necroticas e escuras inicia-se no apice e margens e evoluem para todo o
limbo. E comum o enrolamento dessas éareas afetadas, podendo ocorrer ainda a queda
prematura das folhas e, em alguns casos, a emissédo de brotagdes laterais dando aos ramos
0 aspecto de superbrotamento (ALMEIDA 2001; OLIVEIRA 2017). Em frutos jovens 0s
sintomas iniciam-se com 0 aparecimento de pontuacfes castanhas e Umidas que dao
origem a lesGes necraticas envolvidas por halos cloroticos. Com a evolugéo dos sintomas
a necrose atinge as améndoas causando deformacao e retardamento no desenvolvimento
dos frutos (OLIVEIRA 2017). Nos frutos adultos os sintomas aparecem como manchas
escuras e deprimidas, isoladas e Umidas que coalescem e formam lesdes maiores. Os
maiores danos sdo observados em condicfes de viveiro quando ha excesso de umidade
(ALMEIDA 2001; OLIVEIRA 2017).

A doenca é causada por fungos do género Colletotrichum presentes no mundo
inteiro. Mais de quinze espécies deste género tém sido relatadas no cacau, das quais
Colletotrichum  gloeosporioides, Colletotrichum theobromicola, Colletotrichum
tropicale, Colletotrichum sloanei, Colletotrichum fructicola e Colletotrichum
brachytrichum sdo as mais citadas. No Brasil, apenas as espécies Colletotrichum
crassipes e C. gloeosporioides foram relatadas (WILLIAMS; LI1U 1976; MENDES et al.,
1998; DIAO et al., 2017; WANG et al., 2017; HANADA et al., 2010; ROJAS et al., 2010;
CHETANA et al., 2016; DEAN et al., 2012).
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Género Colletotrichum
O género Colletotrichum foi introduzido inicialmente por Tode em 1790, quando

recebeu a denominacdo de Vermicularia. No entanto, Corda em 1931 o reclassificou
mundando sua denominacéo para Colletotrichum e em 1837 caracterizou 0 género como
sendo, de maneira geral, fungos que apresentam conidio hialinos, retos, fusiformes ou
curvados e acérvulos com setas (HYDE et al., 2009; SUTTON 1980, 1992). As
caracteristicas culturais desse género como a coloragéo das coldnias, em meio de cultura,
apresentam variacoes que vao do branco-gelo ao cinza escuro, enquanto que a quantidade
de micélio aéreo é variavel (SUTTON 1992).

Este género ocupa a oitava posicdo no ranking dos fungos fitopatogénicos mais
importantes do mundo, mas podem ser encontrados também como saprofitos, endofiticos
e até patdgenos humanos. Ainda que ndo esteja causando doenca, a fase endofitica pode
preceder o desenvolvimento de lesdes necroticas prejudiciais (DEAN et al., 2012; HYDE
et al., 2009; DAMM et al., 2013; CANNON et al., 2012; PHOULIVONG 2011).

O fungo é capaz de sobreviver em restos culturais e pode ser disseminado atraves
de sementes contaminadas, agua da chuva e irrigacdo e pelo vento a longas distancias.
(NECHET; HALFELD-VIERA 2008). Espécies de Colletotrichum geralmente
apresentam ciclo de vida hemibiotrofico (fase biotrofica seguida de necrotréfica). No
processo infeccioso, o conidio depositado na superficie hospedeira, germina formando
em sua extremidade o apressorio. Este por sua vez segue com a formacdo do peg (hifa)
de penetracdo, que entra diretamente no tecido hospedeiro (BAILEY et al., 1992; LIAO
et al., 2012; PERFECT et al.,, 1999). Normalmente as colénias entram numa fase
biotrofica por um a trés dias (O’CONNELL et al., 2000). Em seguida o fungo inicia uma
fase necrotrdfica causando a morte das células e o surgimento de lesdes necroticas na
superficie do tecido infectado. (PRUSKY; PLUMBLEY 1992; MUNCH et al., 2008;
COSTA 2015).

A precisa identificacdo de espécies é de suma importancia para tomada de
decisbes do controle de doencas de planta (TOZZE JUNIOR et al, 2015). A
caracterizacdo de espécies de Colletotrichum, baseou-se por muito tempo, em caracteres
descritivos classicos como: dimens@es de conidios, presenca ou auséncia de setas, indice
de crescimento micelial e gama de hospedeiro (TALHINHAS et al., 2002; SUTTON
1992). Entretanto, a inespecificidade de hospedeiros, a alta variabilidade das

caracteristicas morfoldgicas e culturais, tornou esses critérios problematicos e
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insuficientes para a caracterizacdo no nivel de espécies (LIMA et al., 2013;
PHOULIVONG et al., 2012; CAl et al., 2009; CANNON et al., 2012; DAMM et al.,
2009; HYDE et al.,, 2009). Assim, as técnicas moleculares tém sido utilizadas em
inferéncias de relacbes filogenéticas, permitindo uma maior confiabilidade na
identificacdo de espécies (SHENOY; JEEWON; HYDE 2007; LIMA 2013).

Para destiguir espécies de Colletotrichum, as primeiras técnicas moleculares
foram aplicadas por Mills et al. (1992) e Sreenivasaprasad et al. (1992), que observaram
variacfes em sequéncias de DNA da regido ITS entre seis espécies de Colletotrichum. No
entanto, com o passar do tempo foram observadas limitagcbes no uso desta regido para
separar espécies deste género, sendo necessario a utilizacdo de genes adicionais e mais
informativos (SILVA et al., 2012; SHARMA et al., 2013).

Atualmente, varios genes tém sido utilizados para este fim, incluindo, beta-
tubulina (TUB2), actina (ACT), calmodulina (CAL), glutamina sintetase (GS), quitina
sintase (CHS), histona (HIS), gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH), além da
regido ITS-rDNA (espaco interno transcrito) (DAMM et al., 2013, SHARMA et al.,
2013; LIU et al., 2014; DIAO et al., 2017). Dentre estes, GAPDH tem sido muito
utilizado, nos ultimos anos, como medida inicial de diversidade de espécies deste género
(LIMA et al., 2013; COSTA 2014). Através de abordagens polifasicas (analises
multilocus em conjunto com dados morfologicos, fisiologicos e de patogenicidade), suas
espécies foram separadas em quatorze complexos: C. acutatum, C. boninense, C.
caudatum, C. dematium, C. destructivum, C. dracaenophilum, C. gigasporum, C.
gloeosporioides, C. graminicola, C. Magnum, C. orbiculare, C. orchidearum, C.
spaethianum, , C. truncatum, (CANNON et al., 2012; JAYAWARDENA et al., 2016;
DAMM et al., 2019).

Complexos de espécies de Colletotrichum
Colletotrichum acutatum
Agrupando 34 espécies que causam frequentemente podriddes em frutos, este
complexo é caracterizado por produzir conidios com pelo menos uma extremidade aguda,
na maioria dos representantes (DAMM et al., 2012b). De acordo com estes autores, para
caracterizacdo molecular em C. acutatum latu senso, € recomendado a utilizacdo dos
genes TUB2 e GAPDH.
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Colletotrichum boninense
Incluindo C. boninense, este complexo agrupa 19 espécies em 3 subclados

distintos. Dentre estas espécies, podem ser encontradas representantes patogénicas ou
endofiticas, caracterizadas morfologicamente por apresentar conidios com uma cicatriz
basal proeminente (DAMM et al., 2012a). Estes autores informam ainda que todos os
representantes de C. boninense latu senso, podem ser diferenciados molecularmente

apenas com a utilizacdo do gene GAPDH.

Colletotrichum gigasporum
E composto por um grupo de 8 espécies, caracterizadas morfologicamente pela

producédo de grandes conidios (>20 um) (LIU et al., 2014; DOUANLA-MELI; UNGER
2017). Estas espécies podem se comportar como patdégenos ou endofitos e sdo
identificadas molecularmente através da utilizacdo de genes como ACT, CHS-1,
GAPDH, ITS e TUB2 (LIU et al., 2014).

Colletotrichum gloeosporioides
Este complexo é considerado o maior do género Colletotrichum agrupando um

coletivo de 38 espécies, das quais a maioria é patogénica a plantas (WEIR et al., 2012;
JAYAWARDENA et al., 2016). Segundo Weir et al., 2012, os conidios deste complexo
de espécies sdo cilindricos com extremidades arredondadas. Para caracterizacéo
molecular destas espécies, 0s genes ACT, TUB2, CAL, CHS-1, GAPDH, juntamente com
a regido ITS, tém sido bastante utilizadas (WEIR et al., 2012; JAYAWARDENA et al.,
2016).

Pestalotiopsis spp.

Com base em morfologia de conidios, o género inicialmente chamado Pestalotia,
passou por um desmembramento, onde Steyaert (1949) o dividiu em trés novos géneros
(Pestalotia, Pestalotiopsis e Truncatella). Na ocasido o autor agrupou em Pestalotia, as
espécies que apresentavam conidios com seis células. Pestalotiopsis agrupou espécies
com conidios divididos em cinco células e Truncatella agrupou as espécies com conidios
de quatro células. Nos trés géneros, as células medianas apresentam coloracdo escura,

entrepostas a duas células hialinas com apéndices simples ou ramificados.
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Essa classificagdo de Steyaert (1949), gerou controversas entre varios autores
(MOREAU 1949; GUBA 1961; DUBE; BILGRAMI 1965). No entanto, pesquisas de
Sutton (1980) usando microscopia eletronica para examinar a parede celular, apoiaram os
estudos de Steyaert (1949), considerando a existéncia de trés géneros distintos em
pestalotidides. A classificacdo € utilizada até os dias de hoje.

Até 1990, a identificacdo destes géneros era realizada pelas caracteristicas dos
conidios, devido a estabilidade de tracos como a pigmentacdo das células centrais. No
entanto, a alta variabilidade de outras caracteristicas morfoculturais, torna insuficiente o
uso desses critérios, quando utilizados individualmente (EGGER 1995; HU et al. 2007).
Assim as técnicas moleculares tornaram-se indispensaveis para diferenciar as espécies
destes géneros (SOLARTE et al., 2018). De acordo com Maharachchikumbura et al.
(2012), as regides gendmicas mais precisas para distinguir essas espécies sdo, Espaco
Interno Transcrito (ITS), Fator de elongacdo (EF1-a) e B-tubulina (TUB).

A partir de estudos de Maharachchikumbura et al. (2014b), utilizando esses trés
marcadores, 0 género Pestalotiopsis passou por mais uma classificacdo, sendo dividido
em trés novos géneros (Pestalotiopsis, Neopestalotiopsis e Pseudopestalotiopsis). De
acordo com os autores, a pigmentacdo das células centrais dos conidios se mostra mais
concentrada em Pestalotiopsis enquanto que em Neopestalotiopsis, alem da coloracéo
mais clara, essas celulas apresentam-se versiculadas e essas caracteristicas podem
contribuir para diferenciacdo dos géneros (MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2014b).
Esses trés géneros pertencem a ordem Xylariales e suas espécies sdo conhecidas como
fungos pestalotidides (Maharachchikumbura et al., 2014a).

Sdo importantes agentes fitopatogénicos, causando uma série de doencas,
incluindo doencas de tronco, clorose, manchas foliares, podriddo de frutos e varias
doencas pds-colheita podendo resultar em perdas econémicas consideraveis em uma série
de culturas (ZHANG et al, 2013; MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2014a;
JAYAWARDENE et al., 2015).

O género Neopestalotiopsis, € composto por cerca de 25 espécies espalhas no
mundo inteiro, sendo relatadas como saprofiticas, endofiticas e patogénicas (SILVERIO
et al., 2016). Como patdgenos, podem causar lesbes de coloracdo marrom, formato
circular e bordos bem definidos. Com a evolucdo ocorre alteracdo na coloracdo e
formacdo de areas irregulares e necréticas (MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2014).
Dentre outros hospedeiros, o género é relatado causando doenca em dendezeiro (N.

saprophytica e N. surinamensis) em videira (N. vitis, N. javaensis e N. asiatica) e em
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goiaba (N. surinamensis e N. egyptiaca) (MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2014,
ISMAIL et al., 2017; JAYAWARDENA et al., 2016; (MAHARACHCHIKUMBURA et
al., 2016; SOLARTE et al., 2018).

Na cultura do cacau, ha relatos de Pestalotiopsis causando manchas foliares
apenas em cuba (URTIAGA 1986; WILLIAMS et al., 1976; GE et al., 2009). No Brasil
ha relatos de Pestalotiopsis spp. como endofitico em T. cacao e T. grandiflorum
(HANADA et al., 2010). Cabe lembrar que fungos endé6fitos também podem vir a causar
problemas, uma vez que podem mudar a qualquer momento seu estilo de vida para
patogénico (PHOTITA et al., 2001; ROMERO et al., 2001).

Quanto a Neopestalotiopsis e Pseudopestalotiopsis, ndo ha relatos na literatura de
espécies pertencentes a esses géneros, causando doenca em plantas de cacaueiro. No
entanto, é possivel que estes géneros estejam presentes nessa cultura, uma vez que a
maioria das espécies de Pestalotiopsis ja descritas, foram identificadas com base na gama
de hospedeiro e caracteres morfologicos. Assim, muitas dessas espécies provavelmente
sdo sinbnimas e a lista de verificacdo na literatura pode ndo refletir o que realmente ocorre
(MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2012; HYDE et al., 2014).
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3 IDENTIFICACAO DE Colletotrichum spp. ASSOCIADAS A ANTRACNOSE
DO CACAUEIRO NOS ESTADOS DE ALAGOAS E BAHIA.

Resumo:

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) apresenta grande importancia econdémica para mais
de 50 paises. Contudo a cacauicultura brasileira tem passado por sérias dificuldades
decorrentes de problemas fitossanitarios, como a antracnose. Essa doenga ja foi relatada
em muitos paises, sempre associada a espécies do género Colletotrichum. No Brasil, 0s
principais agentes etiologicos da doenca sdo C. gloeosporioides e C. crassipes, no
entando, apenas dados morfoldgicos foram utilizados no processo de identificacdo,
caracteristicas consideradas insuficientee na separacdo de espécies pertencentes a esse
género. O objetivo deste estudo foi identificar e caracterizar espécies de Colletotrichum
associados a antracnose do cacaueiro. Folhas de cacaueiro apresentando sintomas de
antracnose, foram coletadas nos municipios de Igrapiina-BA, Boca da Mata-AL e
Maceié-AL. No laboratorio foram realizados isolamentos indiretos e obtencdo de culturas
monosparicas. As identificacbes foram realizadas através de caracteristicas
morfoculturais e por filogenia utilizando sequencias parciais das regides genémicas,
GAPDH, TUB2, CHS, ACT e CAL. As anélises filogenéticas e morfologicas permitiram
a identificacdo das espécies, C. fructicola, C. siamense, C. theobromicola, C.
aeschynomenes, C. tropicale, C. karstii, C. limetticola e C. gigasporum. Esse é o primeiro
relato dessas espécies associadas a antracnose em folhas de cacau no Brasil, além de ser
o primeiro relato de C. aeschynomenes, C. karstii e C. limetticola causando antracnose na
cultura do cacau no mundo.

Palavras-Chave: Cacauicultura. Doenga foliar. Taxonomia. Filogenia.
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INTRODUCAO

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) apresenta grande importancia econdémica para
muitos paises do mundo (SERENO et al., 2006), tendo como principal produto
comercializado, as sementes (ALVES 2002), que sdo processadas e utilizadas nas
industrias farmacoldgicas, cosmética e alimenticia, principalmente, na fabricacdo de
chocolates (SILVA NETO et al., 2001).

De acordo com a International Cocoa Organization, os maiores produtores de
cacau sdo, Costa do Marfim, Gana, Indonésia, Equador e Camardes, contribuindo com
cerca de 80% da producdo mundial. O Brasil, ocupa a sexta posicdo desse ranking com
aproximadamente 5% da produgdo, concentrada principalmente, nas regides Norte e
Nordeste, sendo o estado da Bahia o maior produtor (ICCO 2016; IBGE 2016).

A cultura é hospedeira de diversos patdgenos que causam doencas capazes de
ocasionar perdas significativas na producdo de améndoas. A antracnose do cacaueiro
ocorre em todos os paises produtores, causando grande perda de produtividade na
Colémbia e alguns paises da Africa e da Asia (BARROS 1981; OLIVEIRA; LUZ 2005).
No Brasil, a doenca esta associada a duas espécies do género Colletorichum, contudo, as
identificacbes foram realizadas apenas por dados morfologicos, considerados
insuficientes na identificacdo de espécies desse género (MENDES et al., 1998;
OLIVEIRA 2017).

Durante muito tempo espécies de Colletotrichum foram identificadas com base
em caracteres morfoculturais e gama de hospedeiro. No entanto, a plasticidade dessas
caracteristicas e a inespecificidade dessas espécies quanto aos hospedeiros, tornaram essa
metodologia insuficiente para a identificacdo precisa de espécies de Colletotrichum,
tendo ocasionado diversas sinonimias (PHOULIVONG et al., 2012; CANNON et al.,
2012; LIMA et al.,, 2013). As técnicas moleculares tém sido utilizadas de forma
satisfatoria, permitindo maior confiabilidade na identificacdo de espécies
(JAYAWARDENA et al., 2016; WEIR et al., 2012; LIMA 2013).

Atualmente as regides gendmicas p-tubulina (TUB2), Actina (ACT),
Calmodulina (CAL), Glutamina sintetase (GS), Quitina sintase (CHS), Histona (HIS),
Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e o Espaco Interno Transcrito (ITS-
rDNA), tem sido frequentemente utilizadas para identificacdo precisa das espécies
pertencentes ao género Colletotrichum (DAMM et al., 2013, SHARMA et al., 2013; LIU
et al., 2014)
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Considerando a importancia social e econdmica dessa cultura para o Brasil,
objetivou-se com esse estudo, identificar e caracterizar espécies de Colletotrichum
associadas a antracnose do cacaueiro nos estados de Alagoas e Bahia.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia Molecular do Centro
de Ciéncias Agrérias (CECA) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL).

Obtencéo dos isolados.

Folhas de cacaueiro (em diferentes estagios de maturacdo) apresentando lesdes
necraticas (Figura 1), foram coletadas nos municipios de Igrapiuna-BA, Boca da Mata-
AL e Maceio-AL.

Figura 1- Sintomas causados por Colletotrichum spp. em folhas de cacaueiro
(Theobroma cacao L.).

No Laboratorio foram realizados isolamentos indiretos, a partir de fragmentos
da area de transicdo entre o tecido sadio e o doente, os quais foram desinfestados com
solucdes de alcool 70% por 30 segundos, hipoclorito de sédio 1% por 1 minuto, lavados
em agua destilada esterilizada (ADE) por 3 vezes, postos para secar em papel de filtro e
posteriormente transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura BDA (Batata-
Dextrose-Agar). Apos a formagdo das coldnias, discos de meio de cultura com o
crescimento micelial do patdgeno, foram retirados das bordas das col6nias e transferidos

para novas placas de Petri contendo meio BDA e mantidos a temperatura de 25°C até o
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surgimento das estruturas de reproducdo do patdgeno para posterior identificacdo e

obtencdo das culturas monospdricas.

Teste de patogenicidade e agressividade

O teste de patogenicidade foi realizado em folhas assintomaticas destacadas de
plantas de cacaueiros cultivados em casa de vegetacdo do CECA/UFAL. As folhas foram
tratadas com solucdo de hipoclorito de s6dio a 1% por cinco minutos, lavadas em agua
destilada e esterilizada (ADE) e secas a temperatura ambiente. Foram utilizados dois
métodos de inoculacdo (suspensdo de esporos e discos de BDA com estruturas do
patdgeno). Para ambos os métodos, as folhas foram feridas, com o auxilio de uma agulha
esterilizada, em cinco pontos equidistantes.

No primeiro método, as inoculagdes foram realizadas através da aplicacdo de
uma gota de 30pL de uma suspensdo com 10° esporos mL™, sobre cada ponto de
inoculagéo, e no tratamento controle aplicou-se uma gota 30puL de ADE. No segundo
método, um disco de BDA de 5mm contendo estruturas do patdgenos, foi depositado
sobre cada ponto de inoculacédo e no tratamento controle, foi depositado um disco de BDA
sem estruturas do patdgeno. Cada folha foi acondicionada em uma bandeja coberta por
saco plastico contendo um chumaco de algoddo umedecido com ADE para proceder a
camera Umida por 48 horas. O teste foi mantido por 7 dias a 25 = 1 ° C e fotoperiodo de
12 h. Com o objetivo de avaliar a agressividade dos isolados, as lesbes foram medidas
com auxilio de paquimetro digital em duas direcdes diametralmente opostas e as médias
foram submetidas a analise de variancia sendo os valores obtidos comparados pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. A partir das lesdes foram realizados novos isolamentos,

cumprindo-se assim 0s Postulados de Koch.

Caracterizacdo molecular

Na caracterizacdo molecular realizou-se a extracdo de DNA, seguindo o protocolo
CTAB adaptado de Doyle & Doyle (1987), a partir de coldnias crescidas em meio liquido
de L-asparagina durante cinco dias. Inicialmente as amplificacbes foram realizadas
utilizando o par de primer GDR/GDF, especifico para o gene que codifica para proteina
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) (Tabela 1). Os produtos das
amplificacGes foram enviados para purificacdo e sequenciamento na empresa Macrogen

(Seul, Coreia do Sul). Com base nesta primeira analise, representantes de cada espécie
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tiveram seu DNA utilizado em outras reagdes utilizando os pares de “primers” T1/T2,
ACACT-783R/T-512F, CL1C/CL2C e CHS-345R/CHS-79F, visando a amplificacdo dos
genes B-tubulina (TUB), actina (ACT), calmodulina (CAL) e chitina sintase (CHS),
respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1 - “primers” usados para identificacdo de espécies pertencentes ao género
Colletotrichum.

Gene Primer Sequéncias (5’ - 3") Referéncias
GAPDH GDR GCCGTCAACGACCCCTTCATTGA Guerber et al., 2003
GDF GGGTGGAGTCGTACTTGAGCATGT
TUB T1 AACATGCGTGAGATTGTAAGT O'Donnell; Cigelnik
T2 TAGTGACCCTTGGCCCAGTTG 1997
ACT ACACT-783R ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC Carbone: kohn 1999
T-512F TACGAGTCCTTCTGGCCCAT
CAL CcLiC GAATTCAAGGAGGCCTTCTC Weir et al., 2012
cL2C CTTCTGCATCATGAGCTGGAC
CHS CHS-345R TGGAAGAACCATCTGTGAGAGTTG Carbone: kohn 1999

CHS-79F TGGGGCAAGGATGCTTGGAAGAAG

As sequéncias de nucleotideos obtidas, foram montadas com o software Codon
Code Aligner v. 6.0.2, e analisadas visualmente. O arranjo dos nucleotideos em posicoes
ambiguas, foram corrigidos por comparacdo das sequéncias nos sentidos senso e anti-
senso. Inicialmente as analises foram feitas com o algoritmo BLASTn (ALTSCHUL et
al., 1990) e o banco de dados ndo-redundantes GenBank. Sequencias de referéncia para
varias espécies de Colletotrichum foram obtidas a partir do GenBank (Tabela 2) e
utilizadas para reconstrucéo da arvore filogenética.

Alinhamentos maltiplos para sequéncias nucleotidicas foram obtidos usando o
algoritmo MUSCLE (EDGAR 2004) no programa MEGA v. 6 (TAMURA et al., 2013).
As filogenias de Inferéncia Bayesiana (BI) para os conjuntos de dados GAPDH, B-TUB,
ACT, CAL e CHS (individuais e concatenados) foram reconstruidas no portal CIPRES
(MILLER et al., 2017) usando MrBayes v. 3.2.3 (RONQUIST et al., 2012). O melhor
modelo de substituicdo de nucleotideos foi determinado para cada regido genémica
usando MrModeltest v. 2.3 (POSADA; BUCKLEY 2004) de acordo com o Akaike
Information Criterion (AIC). Analises foram rodadas por 10 milhdes de geracdes usando
quatro cadeias e amostrando a cada 1.000 geracdes, para um total de 10.000 arvores. As

primeiras 2.500 arvores foram descartadas como uma fase de “burn-in”. Probabilidades
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posteriores (RANNALA; YANG 1996) foram determinadas a partir de uma arvore
consenso “majority-rule” gerada com as 7.500 arvores remanescentes. As arvores foram
visualizadas e editadas nos programas FigTree v. 1.4 (ztree.bio.ed.ac.uk/software/figtree)
e Inkscape (https://inkscape.org/pt/).

Tabela 2 - Sequéncias de Colletotrichum spp. obtidas do GenBank e usadas nas analises
filogenéticas.

N° de acesso no GenBank

Epécies

Cultura GAPDH TUB ACT CAL CHS
Colletotrichum acutatum CBS 126521 JQ948697 JQ950017  JQ949687 JQ949027
C. acutatum IMI223120 JQ948684 JQ950004  JQ949674 JQ949014
Colletotrichum aenigma* C1253.4 JX010044 JX010389 JX009443 JX009683 JX009774
C. aenigma C1256.6 JX009913 JX010390 JX009519 JX009684 JX009789
C. aeschynomenes* ICMP17673 JX009930 JX010392 JX009483 JX009721 JX009799
C. aeschynomenes** COUFALO0174 - - -
C. aeschynomenes** COUFALO0175 - - -
C. aeschynomenes** COUFALO0176 - - -
Colletotrichum alatae* C1275.5 JX009990 JX010383 JX009471 JX009738 JX009837
C. alatae C1276.6 JX010011 JX010449 JX009470 JX009739 JX009846
Colletotrichum alienum* C824 JX010028 JX010411 JX009572 JX009654 JX009882
C. alienum C1189 JX010018 JX010385 JX009580 JX009664 JX009754
Colletotrichum annellatum* CBS 129826 JQ005309 JQO005656 JQO05570 JQO05743 JQ005396
Colletotrichum arxii * CBS 132511 KF687843 KF687881 KF687802 KF687819 KF687780
C. arxii CBS 169.59 KF687824 KF687868 KF687784 KF687781
Colletotrichum asianum* C1315.4 JX010053 JX010406 JX009584 FJ917506 JX009867
C. asianum c1187 JX009915 JX010384 JX009576 JX009723 JX009753
Colletotrichum boninense CBS 128547 JQ005246 JQ005593  JQO05507 JQ005680 JQO05333
C. boninense CBS 123756 JQ005241 JQO005589 JQO05502 JQO05675 JQ005328
Colletotrichum brasiliense* CBS 128501 JQ005322 JQO005669 JQ005583 JQO05756 JQO05409
C. brasiliense CBS 128528 JQ005321 JQO005668 JQO05582 JQO05755 JQO05408
Colletotrichum chrysanthemi CBS126519 JQ948602 JQ949923  JQ949593 JQ948933
Colletotrichum clidemiae* C1317.1 JX009989 JX010438 JX009537 JX009645 JX009877
C. clidemiae C1254.10 JX009909 JX010439 JX009476 JX009639 JX009777
Colletotrichum constrictum* CBS 128504 JQ005325 JQ005672 JQO05586 JQO05759 JQ005412
C. constrictum CBS 128503 JQ005324 JQ005671 JQO05585 JQO05758 JQ005411
Colletotrichum cosmi* CBS 853.73 JQ948604 JQ949925  JQ949595 JQ948935
Colletotrichum costaricense* CBS 330.75 JQ948510 JQ949831  JQ949501 JQ948841
C. costaricense CBS 211.78 JQ948511 JQ949832  JQ949502 JQ948842
Colletotrichum cuscutae* IM1304802 JQ948525 JQ949846 JQ949516 JQ948856
Colletotrichum dacrycarpi* CBS 130241 JQ005323 JQ005670 JQO05584 JQO05757 JQ005410
Colletotrichum fioriniae CBS 125396 JQ948629 JQ949950  JQ949620 JQ948960
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COUFALO0185
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CBS 129944
CBS 398.84
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CBS 128505
CBS 130240
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C1275.26
CBS100064
CBS100065
CBS 128525

CBS 571.88
ICMP 1778

C956.1

CBS 529.93
C1314
C1257.6
CBS 126529
CBS 126530

JQ948631
JX010032
JX009997

JX010041
JX009946

KF687828
KF687837
JX010056
KY454842
JQ948600
JQO005319
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JQ005289
JQO005306

Q948523
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JQ948508
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JQ005315
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JQ005664
JQO005636
JQO005653
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JQ949806
Q949829
KF687882
Q949845
JQ005662
JQ005663
JX010398
JX010399
Q949875
Q949876
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KF687883
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KF687869
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JQ949918
JQ949919

JQ949622
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JX009436
JX009529

KF687786
KF687794
JX009531
KY454841
JQ949591
JQO005580
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JQO005550
JQO05567

Q949514
Q949476
Q949499
KF687803
JQ949515
JQ005576
JQ005577
IX009437
JX009582
Q949545
Q949546
JQ005581
KF687801
IX009447
JX009490
KF687785
JX009562
JX009559
Q949588
Q949589

JX009674
JX009668

JX009670
JX009680

KF687810
KF687818

JX009731
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JQO005751
JQ005723
JQO005740

JQ005749
JQ005750
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JX009662

JQ005754
KF687807
JX009691
JX009694
KF687806
JX009696
JX009695

34
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JQO005406
JQ005404
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JQO005393
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JQ005402
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JX009863
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Q948928
Q948929
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Colletotrichum siamense
C. siamense

C. siamense

C. siamense

C. siamense**

C. siamense**

Continuacao
C. siamense**

C. siamense**
Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.
Colletotrichum tamarilloi*

C. tamarilloi

Colletotrichum thailandicum*
C. thailandicum
Colletotrichum theobromicola*
C. theobromicola

C. theobromicola

C. theobromicola**
C. theobromicola**
C. theobromicola**

C. theobromicola**
Colletotrichum tropicale*

C. tropicale
C. tropicale
C. tropicale**

C. tropicale**
Colletotrichum vietnamense*

C. vietnamense

Colletotrichum xanthorrhoeae*
C. xanthorrhoeae
Colletotrichum walleri*
Colletotrichum truncatum

C1263.1
C1254.6
C1254.9
C1263.13
COUFALO0186
COUFALO0187

COUFALO0188
COUFALO0189
CBS 129823
GM77

CBS 129814
CBS 129811
MFUCC110113
CMSP34/LC0958
C1262.14
C1262.15
C1254.2
COUFALO0190
COUFALO0191
COUFALO0192

COUFALO0193
5101

C1272.16
C1316.12
COUFALO0194
COUFALO0195
CBS 125478

CBS 125477
Cl1271

C1266.10
CBS 125472
COUFALO0058

JX010058
JX009922
JX009996
JX009984

JQ948522
KC506411
JQ948514
JQ948515
JN050231
JN050232
JX009953
JX010029
JX009957

JX010007
JX010020
JX010014

KF687832
KF687831
IX009927
JX010008
JQ948605

KY319104 KY319113 KY319125 KY319128

JQ949843
KC512202
JQ949835
JQ949836
JN050248
JN050249
JX010376
JX010374

JX010407
JX010396

KF687877
KF687876
JX010448

JQ949926

JX009446
JX009482
JX009435
JX009461

JQ949513

KC512181 KC512223

JQ949505
JQ949506
JN050220
JN050221
JX009496
JX009449
JX009493

JX009489
JX009480
JX009570

KF687792
KF687791
IX009478
IX009479
Q949596

JX009706
JX009710
JX009712
JX009704

JX009593
JX009594
JX009588

JX009719
JX009722
JX009720

KF687816
KF687815
JX009653
JX009652

JX009804
JX009782
JX009784
JX009806

JQ948853
KC512160
JQ948845
JQ948846

KF687759
JX009801
JX009802
JX009778

JX009870
JX009826
JX009868

KF687769
KF687768
JX009823
JX009814
Q948936
KY319131

*especies ex-tipo utilizadas no trabalho; **espécies identificadas no presente estudo

Caracterizacdo morfoldgica e cultural

A caracterizacdo morfologica das espécies baseou-se no tamanho e forma dos

conidios e apressorios de cada espécie de Colletotrichum, previamente identificadas na

analise multilocus. Tais estruturas foram visualizadas em microscopio de luz (Olympus

CKX41) com o auxilio da camera Olympus SC30 e mensurados no software CellSenses

Standard. O formato e o tamanho de 50 conidios e apressérios foram avaliados de acordo
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com a chave de identificagdo proposta por Sutton (1992). Para caracterizacao cultural, as
colénias fungicas foram cultivadas em BDA sintético e SNA e incubadas em B.O.D. a 25
°C, onde realizou-se avalia¢des diarias em duas dire¢des diametralmente opostas com o
auxilio de um paquimetro digital durante sete dias para calcular o indice de crescimento

micelial - ICM (mm dia™).

RESULTADOS

Obtencéo dos isolados

Quarenta e cinco isolados foram obtidos partir das trés regides de coleta, sendo
quarenta isolados provenientes do municipio de Igrapiina/BA, quatro isolados do

municipio de Boca da Mata/AL, e um isolado do municipio de Macei6/AL.

Teste de patogenicidade

Todos os isolados causaram lesdes necroticas nas folhas de cacaueiro, tanto nas
inoculagdes com discos de BDA contendo estruturas do patégeno, quanto nas inoculacdes
feitas a partir de suspenséo de esporos (Figura 2). As menores lesdes foram causadas pela
espécie C. aeschynomenes, ndo diferindo estatisticamente das lesdes observadas para as
espécies, C. tropicale, C. siamense, C. fructicola, C. theobromicola, C. gigasporum e C.
karstii. Ja as maiores lesdes foram observadas na espécie C. limetticola, que ndo diferiu

de C. siamense, C. gigasporum e C. karstii (Tabela 3).

Figura 2- Sintomas causados por isolados de Colletotrichum spp. em folhas de cacaueiro
oito dias apds a inoculacdo com: A - Discos de BDA contendo micélio das espécies, B -
Suspensao de esporos, C — Testemunha com discos de BDA e D — Testemunha com ADE.
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Caracterizagédo molecular

A érvore filogenética construida para os dados individuais das sequéncias de
GAPDH, permitiu a atribuicdo preliminar de oito espécies pertencentes ao género
Colletrotrichum, dentre os 45 isolados obtidos no presente estudo. Constatando a
presenca de sequéncias haplotipas para este gene, 22 isolados foram selecionados para
compor a filogenia com a adi¢do das regides gendomicas ACT, CAL, CHS e TUB.

Na reconstrucdo da arvore filogenética de inferéncia Bayesiana, 0s seguintes
modelos evolutivos GTR+1+G, GTR+I+G, SYM+I+G, HKY+I+G e GTR+G foram
utilizados para os alinhamentos de sequéncias nucleotidicas de forma concatenada para
os dados de ACT, CAL, CHS, GAPDH e TUB, respectivamente. Colletotrichum
truncatum (CBS: 120709) foi utilizado como ““outgroup’”’ na arvore filogenética.

A arvore de inferéncia Bayesiana para os dados combinados (GAPDH, TUB,
ACT, CAL e CHS) revelaram oito espécies que se agruparam em quatro complexos do
género Colletotrichum formando grupos bem suportados, confirmando os resultados
observados na analise preliminar feita a partir das sequéncias de GAPDH (figura 3). Na
arvore filogenética é possivel observar que dentre os 22 isolados utilizados para compor
a filogenia, 18 agruparam no complexo C. gloeosporioides com cinco espécies
identificadas: C. fructicola (COUFALO0177, COUFAL0178, COUFALO0179,
COUFALO0180 e COUFALO0181), C. siamense (COUFAL0186, COUFAL0187,
COUFALO0188 e COUFALO0189), C. theobromicola (COUFAL0190, COUFALO0191,
COUFALO0192 e COUFALO0193), C. aeschynomenes (COUFAL0174, COUFALO0175 e
COUFALO0176) e C. tropicale (COUFAL0194 e COUFALO0195), dois isolados se
agruparam no complexo C. boninense com a espécie C. karstii (COUFALO0183 e
COUFALO0184), um isolado no complexo acutatum agrupado com a espécie C.
limetticola (COUFALO0185) e um isolado no complexo gigasporum agrupando com a
espécie: C. gigasporum (COUFAL0182).
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Figura 3 — Arvore filogenética de Inferéncia Bayesiana baseada nas sequéncias
concatenadas dos genes ACT, CAL, CHS GAPDH e B-tub. A arvore foi enraizada com
Colletotrichum truncatum (out-group). Os isolados estudados no presente trabalho, estdo

marcados em negrito.

Caracterizacao cultural e morfoldgica

Os dados culturais e morfoldgicos estdo de acordo com a caracterizacdo
filogenética para as respectivas espécies identificadas no presente estudo: C.
aeschynomenes, C. fructicola, C. gigasporum, C. karstii, C. limetticola, C. siamense, C.

theobromicola e C. tropicale (Tabela 3; Figura 4).
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Tabela 3 - Caracteristicas morfoldgicas e culturais das espécies de Colletotrichum identificadas neste estudo.

Conidios (Um) Apressorios (m) Caracteristicasda  D.L.
Espécies BDA SNA BDA SNA ICM Col6nia (mm)
(Verso/Reverso)
Comp. Larg. Comp. Larg. Forma Comp. Larg. Comp. Larg.

Cinza claro/Cinza

. tropicale * (12,24-16,65) (3,35-5,44) (13,79-19,80) (4,20-6,72) Cilindrico (7,86-14,71) (5,00-8,12)  (7,64-14,22)  (4,64-9,62) 11,39 o cverdeado

10,022

Cinza claro/Cinza
.aeschynomenes *  (13,04-18,95) (3,4-5,39) (13,21-23,08) (3,39-6,94) Cilindrico (8,01-14,02) (5,02-7,89)  (8,59-16,58) (4,6-9,62) 5,78 escuro com bordas 8,582

brancas
. siamense * (10,56-16,40) (2,53-5,43) (19,87-20,00) (4,18-6,28) Fusiforme (8,92-12,60)  (4,39-8,94) (12,02-15,88) (3,49-6,18) 9,12 Cinzaeg'(:alj%c‘”za 10,43
Cinza claro com
. fructicola * (10,00-14,04) (412-7,08) (7,02-14,93) (4,44-796) Cilindrico (9,7-1598)  (6,60-105)  (7.8-17.23)  (528-102) 57 Podasbrancas/Cinza g o,
brancas

_theobromicola®  (10,37-14,40) (2,95-5,49) (11,48-20,59) (4,75-7,64) Cilindrico (7,40-15,43)  (4,81-8,78) (=) (=) 10,74 Ci”::\/‘;'r?jrga/ggnza 9,78°

. gigasporum 2 (19,03-27,11) (6,23-8,33) () ()  Cilindrico (18,87-28,43) (7,22-16,24) (18,16-38,53) (9,68-12,78) 8,26 Cinzagggﬂgg/mnza 10,18%
Branco/Branco

ab
alaranjado 10,73

. karstii ® (11,71-18,49)  (5,50-8,00) (=) (--)  Cilindrico (8,50-16,58)  (5,20-9,94) (=) (=) 6,46

. limetticola * (11,32-17,45) (3,67-5,46) (12,09-21,73) (3,85-7,00) Cilindrico (10,59-20,80) (5,19-9,34)  (12,09-19.8) (3,85-4,95) 6,85 Cinzaclarocom massa 19 35p
alaranjada/Salméo

Lespécies pertencentes ao complexo C. gloeosporioides; 2 espécie pertencente ao complexo C. gigasporum; 2espécie pertencente ao complexo
C. boninense; 4 espécie pertencente ao complexo C. acutatum; ~indice de crescimento micelial em mm dia’; D.L.- média do diametro das
lesbes (as médias seguidas de mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade).
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Figura 4- Caracteristicas morfoculturais das espécies de Colletotrichum identificadas no
presente estudo (Verso e reverso da colonia aos 7 dias de idade, conidios e apressorios).
ABC - C. tropicale; DEF - C. aeschynomenes; GHI - C. siamense; JKL - C. fructicola;
MNO - C. theobromicola; PQR - C. gigasporum; STU - C. karstii; VWX - C.
limetticola.

DISCUSSAO

O género Colletotrichum é considerado um dos mais importantes grupos de
fungos fitopatogénicos do mundo, distribuido principalmente nas regibes tropicais e
subtropicais (DEAN et al., 2012; CANNON et al., 2012). As espécies deste género séo
distribuidas em quatorze complexos, nos quais se agrupam por compartilnarem
caracteristicas morfoldgicas e culturais semelhantes e serem filogeneticamente, muito
proximas (DAMM et al., 2012a; DAMM et al., 2012b. DAMM et al., 2013; WEIR et al.,
2012).

No presente estudo foram identificadas cinco espécies pertencentes ao complexo
C. gloeosporioides: C. fructicola, C. Theobromicola, C. siamense, C. tropicale e C.
aeschynomenes. Este complexo € considerado o mais relevante, por agrupar ndmero
maior de espécies e causar doenca em muitos hospedeiros de importancia econémica
(JAYAWARDENA et al., 2016). Colletotrichum fructicola, C. Theobromicola e C.
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siamense, apresentam ampla gama de hospedeiros estando associadas a aproximadamente
26, 19 e 45 géneros de plantas, respectivamente (USDA, 2018). No Brasil, C. fructicola
ja foi relatado nas culturas da mandioca (Manihot esculenta), macd (Malus domestica),
manga (Mangifera indica), feijao fava (Phaseolus lunatus), palma forrageira (Nopalea
cochenillifera), cajueiro (Anacardium spp.), maracujazeiro (Passiflora edulis), orquidea
(Cyrtopodium cardiochilum), rom& (Punica granatum) e Annona spp. (COSTA et al.,
2017; MUNIR et al., 2016; JOA et al., 2016; BRAGANCA et al., 2016; LIMA et al.,
2013; CONFORTO et al., 2017, OLIVEIRA 2016; VELOSO et al., 2018; BATISTA
2016; LIMA 2012; ITO et al., 2017; SOUZA et al., 2018; ).

Colletotrichum theobromicola, teve sua primeira ocorréncia no Brasil em 2014
na cultura do eucalipto (Eucalyptus sp.) (RODRIGUES et al., 2014) sendo posteriormente
identificada em outros hospedeiros como acerola (Malpighia emarginata), cambuci
(Campomanesia phaea) , alho (Allium sativum), carnadba (Copernicia prunifera),
mandioca (Manihot esculenta), sapoti (Manilkara zapota), romd (Punica granatum),
seringueira (Hevea brasiliensis) e Annona sp. (BRAGANCA et al., 2014; SANTOS et
al., 2017; OLIVEIRA et al., 2018; ARAUJO et al., 2018; MARTINS et al., 2018; COSTA
et al., 2014; BATISTA 2016; MATOS et al., 2017). Ja a espécie C. siamense, foi
identificada nas culturas do morango (Fragaria x Ananassa), café (Coffea spp.), goiaba
(Psidium guajava), pimentdo (Capsicum annuum), Palma Forrageira (Nopalea
cochenillifera), seringueira (Hevea brasiliensis), caju (Anacardium spp.), alpinia (Alpinia
purpurata) Manihot spp., e Annona sp. (USDA, 2018; SARMIENTO 2013;
CONFORTO et al., 2017, OLIVEIRA 2016; SILVA et al., 2017; VELOSO et al., 2018;
CHAVES et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2018; COSTA et al., 2014).

As espécies C. tropicale e C. aeschynomenes apresentam gama de hospedeiro
mais restrita. A primeira ja foi relatada em oito géneros de plantas distribuidos em quatro
paises incluindo o Brasil, onde causa antracnose em caju (Anacardium occidentale),
carnatuba (Copernicia prunifera), Mangifera indica, Annona sp., Capsicum spp. e
Manihot spp. (VELOSO et al., 2018; ARAUJO et al., 2018; VIEIRA et al., 2014;
OLIVEIRA et al., 2016; SILVA et al., 2017; COSTA et al., 2014; USDA 2018). A espécie
C. aeschynomenes foi relatada em apenas dois hospedeiros: Aeschynomene virginica, nos
Estados Unidos (WEIR et al., 2012; USDA 2018) e em Manihot esculenta, na Tailandia
(SANGPUEAK et al., 2018).

No cacaueiro, algumas espécies do complexo C. gloesosporioides, ja foram

relatas em diversos paises como: C. fructicola e C. tropicale no Panama, C. siamense na
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Austrélia, e C. theobromicola na Cuba, Nigéria e Panama (DIAO et al., 2017; SHIVAS
et al., 2016; HANADA et al., 2010; WANG et al., 2017). No Brasil, até o presente
momento, as espécies C. gloeosporioides e C. crassipes eram as Unicas associadas a
antracnose do cacaueiro, sendo identificadas apenas por dados morfolégicos (MENDES
et al., 1998; OLIVEIRA 2017). Este estudo, no entanto, comprova a existéncia de outras
espécies do complexo C. gloeosporioides (C. fructicola, C. Theobromicola, C. siamense
C. tropicale e C. aeschynomenes) associadas a esta doenca na cacauicultura brasileira,
sendo o primeiro relato da espécie C. aeschynomenes nesta cultura.

A espécie C. gisgasporum pertence ao complexo C. gigasporum que é composto
por oito espécies: C. arxii, C. magnisporum, C. pseudomajus, C. radicis, C. viethamense,
C. gigasporum, Colletotrichum sp. e mais recentemente, descrita em 2017 na China, a
espécie nomeada C. citri-maximae (LIU et al., 2014; DOUANLA-MELI; UNGER 2017).
Colletotrichum gigasporum foi relatada em diversos hospedeiros como Acacia
auriculiformis, na Thailandia; Centella asiatica, em Madagascar; C. arabica, no México;
Coffea sp., no Vietnam; Diospyros kaki, no Japdo; Musa sp., no México; Solanum
betaceum, na Nova Zelandia; Trichilia tuberculata, Virola surinamensis além de T.
cacao, no Panama (LI1U et al., 2014; CRISTOBAL-MARTINEZ et al., 2017).

Foi descrita como uma nova espécie do género Colletotrichum em 2013,
utilizando a regido ITS-rDNA e 0 gene
B-tubulina. Os isolados identificados foram obtidos de folhas assintomaticas de Centella
asiatica, Stylosanthes guianensis e Coffea arabica, provenientes de Madagascar, México
e Colémbia, repectivamente (RAKOTONIRIANA et al., 2013). Na ocasido recebeu o
nome C. gigasporum, onde o epiteto especifico refere-se ao comprimento dos conideos,
que sdo longos e retos (RAKOTONIRIANA et al., 2013). No Brasil esta espécie ja foi
relatada causando antracnose em folhas de gravioleiras e pinheiras no estado de Alagoas
(COSTA et al., 2019)

Embora este seja o primeiro relato de C. gigasporum na cacauicultura brasileira,
é possivel que essa espécie ja ocorresse, uma vez que no passado, erros de taxonomia
levaram a confundi-la com a espécie C. crassipes, que pertence ao complexo C.
gloeosporioides, por esta apresentar conidios alongados semelhantes ao de C. gigasporum
(LIU et al., 2014).

Pertencente ao complexo C. boninense, a espécie C. karstii ja foi relatada em
diferentes regides do mundo, causando antracnose em uma ampla gama de hospedeiros.

No Brasil, ha relatos em graviola (Annona muricata), manga (Mangifera indica), maméo
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(Carica papaya), maca (Malus domestica), seringueira (Hevea brasiliensis), palma
forrageira (Nopalea cochenillifera) e mirtilo (Vaccinium myrtillus) (BELISARIO et al.,
2018; OLIVEIRA 2016, LIMA et al., 2013; VELHO et al., 2014, RIOS et al., 2015;
USDA 2018).

Por fim, a espécie C. limetticola que pertence ao complexo C. acutatum,
conhecido por agrupar espécies que sdo altamente destrutivas para uma série de frutiferas
como morango, macé e citrus (GARRIDO et al. 2009; LEE et al. 2007; PERES et al.
2008; DAMM et al., 2012a). Esta espécie foi identificada pela primeira vez por Clausen
em 1912 causando antracnose em folhas e hastes de Citrus aurantifolia, no Estados
Unidos, sendo posteriormente identificada em folhas e caules de C. aurantifolia var.
acida, C. limetta e C. limon em Cuba (DAMM et al., 20123).

No Brasil, C. limetticola foi relatada associada a antracnose na cultura da
seringueira nos estados da Bahia e Mato Grosso. Sua identificacdo foi realizada a partir
de analises multilocus, utilizando a regido ITS-rDNA e 0s genes parciais que codificam
para as proteinas GAPDH, B-tubulina, ACT e CHS (SARMIENTO 2013), as mesmas
utilizadas neste estudo. De acordo com DAMM et al., 2013, a espécie C. limetticola se
distingue mais efetivamente das outras do mesmo complexo, pelo gene B-tubulina
(TUB2), corroborando com as observacdes feitas neste estudo, para as arvores
construidas individualmente.

As espécies C. theobromicola, C. siamense, C. karstii e C. limetticola,
identificadas no presente estudo, ja foram relatadas em seringueira no estado da Bahia
(SARMIENTO 2013). Esta cultura € comumente cultivada em consorcio com cacau neste
estado, sendo possivel sugerir que estas espécies tenham migrado de uma cultura para
outra, tornando-se um grande problema para cacauicultura desta regido.

Em relacdo aos resultados das analises morfologicas de conidios e apressorios
observados em meio BDA, as espécies, C. fructicola, C siamense, C. tropicale, C.
aeschynomenes e C. karstii, apresentaram dados consonantes com outros trabalhos
citados na literatura (PRIHASTUTI et al., 2009; YANG et al., 2009; ROJAS et al., 2010;
DAMM et al., 2012a). Para C. theobromicola, Rojas et al. (2010) encontraram medidas
de conidios superior ao que foi verificado. Embora as dimensfes de conidios de C.
limetticola e C gigasporum tenham se mostrado semelhantes ao que foi verificado em
outros estudos (DAMM et al., 2012b; RAKOTONIRIANA et al., 2013), as dimensdes
dos apressorios foram superiores para as respectivas espécies. As dimensdes de conidios

e apressorios cultivados em meio SNA, foram semelhantes as observadas na literatura
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(PRIHASTUTI et al., 2009; ROJAS et al., 2010; YANG et al., 2009). Colletotrichum
tropicale apresentou conidios mais estreitos do que foi observado por Rojas et al. (2010)
e C. siamense apresentou conidios maiores que em estudos realizados por Weir et al.
(2012), enquanto que as espécies, C. limetticola e C. gigasporum, apresentaram
apressorios maiores quando comparado ao estudo feito por Damm et al. (2012b) e
Rakotoniriana et al. (2013) respectivamente. As espécies, C. karstii e C. gigasporum, nao
produziram conidios em SNA, enquanto C. theobromicola e C. karstii, ndo produziram
apressorios neste meio de cultura.

Vaérios autores relatam que as condigdes ambientais e de meios de culturas sdo
fatores que influenciam nas caracteristicas morfoculturais (SUTTON 1992; FREEMAN
et al., 1998), justificando as diferencas observadas entre as espécies caracterizadas neste
estudo e os dados disponibilizados na literatura. Além disso, espécies de Colletotrichum
apresentam grande diversidade fenotipica, fator que limita a identificacdo dessas espécies,
baseando-se apenas nesses caracteres. A caracterizacdo molecular feita através de analise
multilocus, constitui-se uma importante ferramenta na identificacdo de espécies de
Colletotrichum, oferecendo dados confiaveis para o entendimento das relagdes evolutivas
(ALMEIDA 2015).

A maioria dos isolados identificados no presente trabalho pertencem ao complexo
C. gloeosporioides, no entanto, outros trés complexos agruparam isolados de
Colletotrichum, revelando uma alta diversidade genética entre as espécies identificadas.
De acordo com Almeida (2015), esta diversidade pode estar relacionada com a baixa
especificidade da maioria das espécies pertencentes ao género Colletotrichum,
associando-se ao cultivo de diferentes frutiferas geograficamente préximas. Esta
diversidade pode dificultar o controle da doenca, uma vez que as espéecies podem
apresentar sensibilidade diferenciada aos fungicidas (TOZZE JUNIOR et al., 2010).
Assim, a precisa identificacdo das espécies de Colletotrichum, realizada no presente
estudo, além de permitir um melhor entendimento da epidemiologia da doenca, é
fundamental para o desenvolvimento de estratégias eficientes de controle (ANDRADE et
al., 2007).
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CONCLUSOES:

1. As espécies, C. fructicola, C. siamense, C. theobromicola, C. aeschynomenes, C.
tropicale, C. karstii, C. limetticola e C. gigasporum, estdo associadas a antracnose da
cultura do cacau no Brasil.

2. Estaé a primeira ocorréncia destas espécies na cultura do cacau, no Brasil;

3. Este é o primeiro relato das espécies, C. aeschynomenes, C. karstii e C. limetticola,
associados a cultura do cacau no mundo.
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4 IDENTIFICACAO DE ESPECIES DE Neopestalotiopsis ASSOCIADAS A
MANCHAS FOLIARES NA CULTURA DO CACAU.

Resumo:

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) é uma cultura de grande importancia social e
econdmica para populacdo mundial. No Brasil o estado da Bahia é o maior produtor,
contribuindo com cerca de 54% da producdo nacional. A cultura é hospedeira de diversos
agentes fitopatogénicos que sdo responsaveis por causarem manchas necrotica em folhas.
Algumas espécies sdo consideradas patdgenos secundario, como espécies fungicas
pertencentes ao género Pestalotiopsis. No Brasil, espécies deste género sdo relatadas
como endofiticas em cacaueiros. No entanto, fungos endofiticos podem ser considerados
patdgenos latentes, causando sintomas em plantas sob condi¢cdes de estresse ou quando o
hospedeiro inicia seu processo de senescéncia. A identificacdo de fungos deste género
com base em estudos moleculares, permitiu seu desmembramento em trés novos géneros
(Pestalotiopsis, Neopestalotiopsis e Pseudopestalotiopsis), pertencentes a um complexo
- Pestalotioid. Desta forma é possivel que outros géneros deste complexo estejam
causando mancha foliares na cultura do cacau. Assim sendo, o objetivo deste trabalho é
identificar e caracterizar espécies de Neopestalotiopsis associadas a manchas foliares na
cultura do cacau. Folhas de cacaueiro apresentando lesdes necrdticas, foram coletadas a
partir de plantio comercial no municipio Boca da Mata-AL. No laboratério foram
realizados isolamentos indiretos e obtencdo de culturas monospdricas para posterior
identificacdo. Para caracterizagdo molecular foram feitas analises filogenéticas utilizando
a regido ITS-rDNA e os genes TUB e EF1. Foram identificas duas espécies de
Neopestalotiopsis: N. surinamensis e N. brasiliensis causando manchas necroéticas em
folhas de cacaueiro, sendo este o primeiro relato de N. surinamensis na cultura do cacau,
além se ser a primeira ocorréncia desta espécie no Brasil. N. brasiliensis, trata-se de uma
possivel nova espécie.

Palavras-Chave: Cacaueiro. Amphisphaeriaceae. Theobroma cacao. Analises
multilocus.
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INTRODUCAO

O cacaueiro (Theobroma cacao L.), é uma planta perene e arborea que tem em
suas sementes o potencial para fabricacdo de diversos produtos como a manteiga de cacau
e 0 chocolate, apreciado em todo o mundo (MENEZES; CARMONETO 1993;
ALMEIDA; VALLE 2007). No Brasil, o maior produtor de cacau é o estado da Bahia,
Unico produtor do Nordeste, seguido dos estados do Para, Espirito Santo e Rondénia
(IBGE 2016).

A cultura do cacau é hospedeira de diversos agentes fitopatogénicos que causam
principalmente manchas foliares. Alguns desses agentes sdo considerados patdgenos
secundario, como espécies fungicas pertencentes ao género Pestalotiopsis (PHOTITA et
al., 2001, ROMERO et al., 2001). Fungos desse género estdao amplamente distribuidos na
natureza, podendo ser encontrados no solo, sementes, frutos e folhas de plantas, como
parasitas, endofiticos ou saprofitas (JEEWON et al., 2004;
MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2013; HU et al., 2007).

No cacaueiro, ha relato apenas de Pestalotiopsis sp. causando manchas foliares
em cuba (URTIAGA 1986). No Brasil espécies desse género, até o presente momento
foram relatadas como endofiticas na cultura (HANADA et al., 2010; RUBINI et al.,
2005). Porem, fungos endofiticos podem ser considerados patdgenos latentes, causando
sintomas em plantas sob condic6es de estresse ou quando o hospedeiro inicia seu processo
de senescéncia (HYDE et al., 2014; SOYTONG 2008). Mesmo ndo causando danos
expressivos, esses patdgenos podem representar ameacas para as culturas, caso sejam
disseminados e encontrem condicdes favoraveis ao seu desenvolvimento e
estabelecimento (SFALSIN 2012).

A identificacdo de fungos desse género € realizada com base em estudos
moleculares, o que permitiu que o género Pestalotiopsis fosse desmembrado em trés
géneros distintos, Pestalotiopsis, Neopestalotiopsis e Pseudopestalotiopsis. Esses
géneros fazem parte de um complexo Pestalotioid (MAHARACHCHIKUMBURA et
al., 2014). Com isso, é possivel que outros géneros deste complexo estejam causando
mancha foliares na cultura do cacau. Sendo possivel também que a espécie relatada em
cuba ndo pertenca ao género Pestalotiopsis, uma vez que sua identificada tenha sido
realizada por caracteristicas morfoldgicas.

Atualmente, o uso de andlises filogenética multilocus sdo indispensaveis para

caracterizar estas espécies, sendo a regido ITS, associada com 0s genes Fator de
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Alongamento (EF1-a) e p-tubulina (B-tub), as mais precisas para este fim
(MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2014; HYDE et al., 2014).

Neste contexto, o0 objetivo deste trabalho é identificar e caracterizar espécies de
Neopestalotiopsis associadas a manchas foliares na cultura do cacau.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia Molecular e Virologia
vegetal do Centro de Ciéncias Agrarias (CECA) da Universidade Federal de Alagoas
(UFAL).

Origem e obtencg&o dos isolados.

Folhas de cacaueiro apresentando lesfes necroticas (Figura 1), foram coletadas
em regides produtoras da cultura, nos municipios de Igrapiina-BA e Boca da Mata-AL,
além de amostras provenientes de arvores de cacau no municipio de Maceio-AL. No
Laboratorio, as folhas foram lavadas e secas naturalmente. Foram realizados isolamentos
indiretos, retirando fragmentos da area de transicédo entre o tecido sadio e o doente, 0s
quais foram desinfestados com solugdes de alcool 70% por 30 segundos, hipoclorito de
sodio 1% por 1 minuto, lavados em agua destilada esterilizada (ADE) por 3 vezes, postos
para secar em papel de filtro e posteriormente transferidos para placas de Petri contendo
meio de cultura BDA (Batata-Dextrose-Agar). Apo6s a formagao das colbnias, discos de
meio de cultura contendo o crescimento micelial do patoégeno, foram retirados das bordas
das colbnias e transferidos para novas placas de Petri contendo meio BDA e mantidos a
temperatura de 25°C até o surgimento das estruturas de reproducdo do patdgeno para

posterior identificacdo e obtencao das culturas monosporicas.

Teste de patogenicidade

O teste de patogenicidade foi realizado em folhas assintomaticas, adultas,
destacadas de plantas de cacaueiros cultivados em casa de vegetacdo do CECA/UFAL.
As folhas foram tratadas com solucao de hipoclorito de sddio a 1% por cinco minutos,
lavadas em agua destilada e esterilizada (ADE) e secas a temperatura ambiente. Foram
utilizados dois métodos de inoculacao (suspensdo de esporos e discos contendo estruturas

do pat6geno) para confirmacdo da patogenicidade dos isolados. Para ambos 0s métodos,
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as folhas foram feridas, com o auxilio de uma agulha flambada, em cinco pontos de
inoculagéo equidistantes, sendo um a testemunha.

No primeiro método, as inoculagbes foram realizadas através da aplicacdo de
uma gota de 30pL de uma suspensdo com 10° esporos mL™, sobre cada ponto de
inoculacdo, e na testemunha aplicou-se uma gota 30uL de ADE. No segundo método, um
disco de BDA de 5mm contendo estruturas do patdgenos, foi depositado sobre cada ponto
de inoculacdo e na testemunha depositou-se um disco de BDA sem estruturas do
patégeno. Cada folha foi acondicionada em uma bandeja de plastico, contendo um
chumaco de algoddo umedecido com ADE e coberta por saco plastico para proceder a
camera Umida por 48 horas. O teste foi mantido por 7 dias a 25 + 1 ° C e fotoperiodo de
12 h.

Caracterizacédo molecular

Para caracterizacdo molecular realizou-se a extracdo de DNA, seguindo o
protocolo CTAB adaptado de Doyle & Doyle (1987), a partir de coldnias crescidas em
meio liquido de L-asparagina durante cinco dias. As reacOes para amplificacdes foram
realizadas utilizando os pares de “primers” ITS1/1TS4, T1/T2 e 526F/1567R que codifica
para a regido ITS-rDNA e para os genes B-tubulina e TEF1, respectivamente (Tabela 4).
Os produtos de amplificacdo foram enviados para purificacdo e sequenciamento

diretamente na empresa Macrogen (Seul, Coreia do Sul).

Tabela 4 - “primers” usados para identificacdo de espécies pertencentes ao género
Neopestalotiopsis.

Gene  Primer Sequéncias (5" - 3") Referéncias

B-tub T1 AACATGCGTGAGATTGTAAGT O'Donnell: Cigelnik, 1997
T2 TAGTGACCCTTGGCCCAGTTG

ITS1 TCCGTAGGTCAACCTGCGG .
TS \Ts4  TCCTCCGCTTATTGATATGC White et al., 1990

TEF 526F GTCGTYGTYATYGGHCAYGT Rehner. 2001
1567R  ACHGTRCCRATACCACCRATCTT '

As sequéncias de nucleotideos obtidas, foram montadas com o software Codon
Code Aligner v. 6.0.2, e analisadas visualmente. O arranjo dos nucleotideos em posicoes
ambiguas, foram corrigidos por comparacdo das sequéncias nos sentidos senso e anti-
senso. Inicialmente as analises foram feitas com o algoritmo BLASTn (ALTSCHUL et

al., 1990) e o banco de dados ndo-redundante GenBank. Sequéncias de referéncia para
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vérias espécies de Neopestalotiopsis foram obtidas a partir do GenBank (Tabela 5) e

utilizadas para reconstrugdo da arvore filogenética.

Tabela 5 - Codigos das culturas e nimeros de acesso do GenBank de sequéncias de DNA
de Neopestalotiopsis spp. utilizados na anélise filogenética.

Epécies Cadigo da N° de acesso no GenBank
cultura ITS TUB  TEF

Neopestalotiopsis asiatica* MFLUCC 12-0286 jx398983 JX399018  JX399049
Neopestalotiopsis chrysea™ MFLUCC 12-0261 JX398985 JX399020  JX399051
N. chrysea MFLUCC 12-0262 JX398986 JX399021  JX399052
Neopestalotiopsis clavispora* MFLUCC 12-0281 JX398979 JX399014  JX399045
N. clavispora MFLUCC 12-0280 JX398978 JX399013  JX399044
Neopestalotiopsis ellipsospora™ MFLUCC 12-0283 JX398980 JX399016  JX399047
N. ellipsospora MFLUCC 12-0284 JX398981 JX399015  JX399046
Neopestalotiopsis eucalypticola* CBS 264.37 KM199376 KM199431 KM199551
Neopestalotiopsis foedans* CGMCC3.9123  JX398987 JX399022  JX399053
N. foedans CGMCC3.9178  JX398989 JX399024  JX399055
N. foedans CGMCC3.9202  JX398988 JX399023  JX399054
Neopestalotiopsis honoluluana* CBS 114495 KM199364 KM199457 KM199548
N. honoluluana CBS 111535 KM199363 KM199461 KM199546
Neopestalotiopsis mesopotamica*  CBS 336.86 KM199362 KM199441 KM199555
N. mesopotamica CBS 299.74 KM199361 KM199435 KM199541
Neopestalotiopsis piceana* CBS 394.48 KM199368 KM199453 KM199527
N. piceana CBS 254.32 KM199372 KM199452 KM199529
Neopestalotiopsis rosae* CBS 101057 KM199359 KM199429 KM199523
N. rosae CBS 124745 KM199360 KM199430 KM199524
Neopestalotiopsis samarangensis*  CBS 115451 KM199430 KM199447 KM199556
Neopestalotiopsis saprophytica™ MFLUCC 12.0282 JX398982 JX399017  JX399048
N. saprophytica CBS 115452 KM199345 KM199433 KM199538
Neopestalotiopsis sp. CBS 266.37 KM199349 KM199459 KM199547
Neopestalotiopsis sp. CBS 323.76 KM199350 KM199458 KM199550
Neopestalotiopsis sp. CBS 361.61 KM199355 KM199460 KM199549
Neopestalotiopsis sp. CBS 119.75 KM199356 KM199439 KM199531
Neopestalotiopsis sp. CBS 164.42 KM199367 KM199434 KM199520
Neopestalotiopsis surinamensis™ CBS 450.74 KM199351 KM199465 KM199518
N. surinamensis** COUFAL0248 - .
N. surinamensis** COUFAL0249 - .
Neopestalotiopsis brasiliensis** COUFAL0245 - -
N. brasiliensis** COUFAL0246 - -
N. brasiliensis** COUFAL0247 - - -
Pestalotiopsis adusta ICMP 6088 JX399006 JX399037  JX399070

*espécies ex-tipo utilizadas no trabalho; **espécies identificadas no presente estudo.
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Alinhamentos multiplos para sequéncias nucleotidicas foram obtidos usando o
algoritmo MUSCLE (EDGAR 2004) no programa MEGA v. 6 (TAMURA et al., 2013).
As filogenias de Inferéncia Bayesiana (BI) para os dados de sequéncias de ITS, TUB e
TEF, foram construidas individualmente no portal CIPRES (MILLER et al., 2010) usando
MrBayes v. 3.2.3 (RONQUIST et al.,, 2012). O melhor modelo de substituicdo de
nucleotideos foi determinado para cada regido gendmica usando MrModeltest v. 2.3
(POSADA; BUCKLEY 2004) de acordo com o Akaike Information Criterion (AIC).
Andlises foram rodadas por 10 milhdes de geragdes, usando quatro cadeias e amostrando
a cada 1.000 geracGes, para um total de 10.000 arvores. As primeiras 2.500 arvores foram
descartadas como uma fase de “burn-in”. Probabilidades posteriores (RANNALA,;
YANG 1996) foram determinadas a partir de uma arvore consenso “majority-rule” gerada
com as 7.500 &rvores remanescentes. As arvores foram visualizadas e editadas nos
programas FigTree v. 1.4 (ztree.bio.ed.ac.uk/software/figtree) e Inkscape
(https://inkscape.org/pt/).

Caracterizacao cultural e morfoldgica

Para caracterizacdo cultural as col6nias fungicas foram cultivadas em BDA
sintético e incubadas em B.O.D. a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas, onde realizou-se
avaliacGes diarias em duas direcOes diametralmente opostas com o auxilio de um
paquimetro digital durante sete dias para calcular o indice de crescimento micelial - ICM
(mm dia™). A morfolégica foi baseada no tamanho dos conidios, coloracdo das células
centrais e nimero de apéndices, que foram visualizados em microscépio de luz (Olympus
CKX41) com o auxilio da camera Olympus SC30 e mensurados no software CellSenses
Standard.

RESULTADOS
Obtencédo dos isolados
Cinco isolados (COUFAL0245, COUFAL0246, COUFAL0247, COUFAL0248,
COUFALO0249) foram obtidos a partir de folhas coletadas em plantio comercial no

municipio de Boca da Mata-AL.
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Teste de patogenicidade
Nos testes de patogenicidade, observou-se que todos os isolados obtidos causaram
lesBes necrdticas na superficie de folhas de cacaueiro, através de inoculagbes com discos

de BDA contendo estruturas do patdgeno e com suspenséo de conidios (Figura 4).

0, W 0 f o

Figura 5- Sintomas causados por isolados de Neopestalotiopsis spp. em folhas de
cacaueiro oito dias ap0s a inoculacdo com: A - Discos de BDA contendo micélio das
espécies, B - Suspensdo de esporos, C — Testemunha com discos de BDA e D —
Testemunha com ADE.

Caracterizacédo molecular

Na construcdo da arvore filogenética, utilizou-se os modelos evolutivos
GTR+I+G (ITS-rDNA) e HKY+G (TEF e TUB) para os alinhamentos de sequéncias
nucleotidicas de forma concatenada. A espécie P. adusta (ICPM6028) foi utilizada como
“outgroup”.

Na arvore de inferéncia Bayesiana para 0os dados combinados da regido ITS e dos
genes TUB e EF1 (Figura 5), € possivel observar que dos cinco isolados obtidos, dois se
agruparam com a espécie N. surinamensis (COUFAL0248 e COUFALQ249) e trés
(COUFALO0245, COUFAL0246 e COUFAL0247) formaram um clado juntamente com
Neopestalotiopsis sp. (CBS 360.61), Neopestalotiopsis sp. (CBS 164.42) e a espécie N.
cubana (CBS 600.96) e como ndo se agruparam com estes isolados/espécie foi
considerado no presente estudo como uma nova espécie pertencente ao género

Neopestalotiopsis: Neopestalotiopsis brasiliensis sp. nov.
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N. piceana CBS 22530
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Neopestalotiopyis sp. CBS 164.42
N. cubana CBS 60096
N. sapropinyta MEFLUCC12-0282
N. chrysea MFLUCC12-0261
winY. chrysea MFLUCC12-0262
N, wmberspora MFLUCC12-0285
N asiatica MFLUCC1 2-0286
N. egyprizea PESTI
Oj‘?r' australis CBS114159
Neapestalotiopsis sp, CBS 119,75

'N_ honoluluana CBS111535
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N, lvaniensis P814
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P, trachicarpicola OPO68

LA

Figura 6— Arvore filogenética de Inferéncia Bayesiana baseada nas sequéncias
concatenadas de ITS, TUB e TEFl. A arvore foi enraizada com Pestalotiopsis

trachicarpicola (“out-group”).
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Caracterizacao cultural e morfoldgica

Na caracterizacdo cultural e morfologica, os isolados estudados apresentaram
caracteristicas do género Neopestalotiopsis. Os isolados identificados como N.
surinamensis, apresentaram 0s seguintes dados morfoculturais: Coloragcdo do verso
colonia (branco com cinza escuro e Reverso amarelo alaranjado com bordas brancas);
indice de crescimento micelial (ICM) (7,27 mm dia ™); compimento dos conidios (23,6-
29,8 um); largura dos conidios (6,51-8,64 um); células basais (4,84-7,8 um, com um
apéndice); comprimento das trés células medianas (14,89-18,48 um); células apicais
(4,12-5,95 um, apresentando dois a trés apéndices); apéndices basais (4,7-7,17 um); e

apéndices apicais (16,2-28,94 um) (Figura 6).

Figura 7- Caracteristicas morfoculturais de N. surinamensis. Al - Verso da colénia aos
sete dias de idade, cultivada em BDA sintético. A2 - Reverso da colonia aos sete dias de
idade, cultivada em BDA sintético. B — Conodiomas em acicolas de pinheiro. C — Célula
conidiogénica. D — Conidios.

Enquanto que os trés isolados de Nepestalotiopsis brasiliense sp. nov

apresentaram as seguintes caracteristicas:

Neopestalotiopsis brasiliensis Nascimento, A. D.; Feijé, F. M; Lima, G. S. A., sp. nov.

Descrigdo: Coldnias em BDA sintético com 74,5-84,8 um de diametro apos o sétimo dia
a 25°C, ICM= 8,83, coloracdo branco-acinzentado com reverso amarelo-alaranjado,
bordas lobadas. Conidiomas (em acicolas de pinheiro) globosos, escuros e picnidial.
Células conidiogénicas indistintas dos conidi6foros. Conidios com 24,52- (28,25) - 32,49
X 6,72- (8,29) - 9,4 um, fusiformes, retos a ligeiramente curvados, com 4 septos. Trés
Células medianas 15,95- (18,08) -21,47 um, versicolor, marrom-escuro, septo entre a 3°
e 4° mais escuro e largo em relacdo as demais células. Segunda célula a partir da base

com 3,82-6,99 um de comprimento, marrom-claro. Terceira célula a partir da base com
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4,2-8,81 um de comprimento, marrom-escuro. Quarta célula a partir da base com 3,81-
5,92 um de comprimento, marrom. Célula apical com 4,37-6,65 um de comprimento,
hialina, 2-4 apéndices (raramente 4). Apéndices apicais 25,09- (33,05) -39,7 um de
comprimento, surgindo a partir do &pice apical, ndo ramificado. Célula basal 4,02-6,4 um
de comprimento, conica e hialina. Apéndice basal 3,2- (5,08) -6,83 um de comprimento,
Unico, céntrico, ndo ramificado.

Material examinado: Brasil: Alagoas, Boca da Mata. Plantio comercial. Fazenda Bento
Moreira, Km 6. Em folhas de Theobroma cacao (Malvaceae). Novembro, 2018.

Tipo: Brasil, Alagoas, municipios de Boca da Mata, em folhas de Theobroma cacao,
2017, coletado por A. D. Nascimento, Holotipe URM XXXX, cultura seca em aciculas

de pinheiro e cultivada em meio de cultura, ex-type cultura URM XXXX.

Notas: Neopestalotiopsis brasiliensis agrupou em um clado com Neopestalotiopsis sp.
(CBS 360.61), Neopestalotiopsis sp. (CBS 164.42) e N. cubana (CBS 600.96). A espécie
que apresentou maior proximidade foi N. cubana com diferencas nos trés marcadores
estudados, sendo 08 nucleotideos em B-tubulina, 03 nucleotideos em TEF1 e 01
nucleotideo em ITS-rDNA. (Figura 7).

Figura 8- Caracteristicas morfoculturais de N. brasiliensis. Al - Verso da coldnia aos
sete dias de idade, cultivada em BDA sintético. A2 - Reverso da colonia aos sete dias de
idade, cultivada em BDA sintético. B — Conodiomas em acicolas de pinheiro. Ce D —
Célula conidiogénica e formacao de conidios. E — Conidio imaturo. F — Conidios.
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DISCUSSAO

A caracterizagdo de espécies pertencentes ao género Neopestalotiopsis
utilizando apenas dados morfolégicos ou pelo uso de regides gendmicas que nao
fornegcam informagOes precisas sobre seu posicionamento taxondmico podem levar a
erros no processo de identificacdo. Utilizando dados de sequéncias da regido ITS e dos
genes TUB e EF1, este estudo identificou duas espécies, N. surinamensis e
Neopetalotiopsis brasiliensis associadas a manchas necrdticas em folhas de cacaueiro,
sendo este, o primeiro relato destas espécies na cultura do cacau, além de ser a primeira
ocorréncia da espécie N. surinamensis no Brasil.

A identificacdo de espécies do complexo Pestalotioid (Neopestalotiopsis,
Pestalotiopsis e Pseudopestalotiopsis) tem sido algo desafiador, devido ao desacordo
sobre a importancia de caracteres morfoldgicos na taxonomia, sendo mais facil e preciso
0 uso de técnicas moleculares para este fim (GUBA 1961; SUTTON 1980). Inicialmente
a regido gendmica ITS, foi bastante utilizada na caracterizacdo de espécies fungicas
(MILLS et al., 1992; MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2011). No entanto, hd uma
discussdo em curso sobre a precisdo desta regido, quando utilizada isoladamente, na
identificacdo de espécies, ndo apenas do complexo Pestalotioid, como também de outros
grupos de fungos (SCHOCH et al., 2012; STIELOW et al., 2015).

De acordo com Hu et al. (2007) e Liu et al. (2010), dentro do complexo
Pestalotioid, a regido ITS € informativa para distinguir apenas espécies com conidios de
diferentes tipos de pigmentacdo, no entanto ndo conseguiram separar 0s taxons com alto
suporte apenas com esse marcador. Os autores informam ainda que, para caracterizacao
molecular no complexo Pestalotiod, se faz necessario o uso de no minimo dois
marcadores (B-tubulin e ITS). Porém, estudos realizados para a caracterizacdo de espécies
desse complexo, afirmaram que a utilizagdo da regido ITS e do gene B-tubulin em
conjunto, ndo foram suficientes para identificar todos os isolados utilizados
(LAZAROTTO et al., 2014), se fazendo necessario a adicao do gene TEF1.

Neopestalotiopsis é um dos trés novos géneros inseridos por
Maharachchikumbura et al. (2014), e possui aproximadamente 25 espécies que ja foram
relatadas em vérias culturas, dentre elas, Vitis vinifera L. (Franca, China e india), Cocos
nucifera, (Thailandia, Indonésia e Turquia) e Mangifera indica (Egito)
(MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2014, 2016; CROUS et al., 2015). No Brasil esse

género foi observado nas culturas da goiabeira, jambeiro, dendezeiro, macadamia e acéacia
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(SOUZA, 2017; SANTOS 2016; DUIN et al., 2017; QUADROS et al., 2015; LEITE et
al., 2017).

A espécie N. surinamensis apresenta gama de hospedeiro bastante restrita, sendo
relatada em Elaeis guineensis (dendezeiro), no Suriname, Protea eximia (arbusto da
familia Proteaceae), no Zimbabwe e Psidium guajava L. (goiaba), na Colémbia
(MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2014; SOLARTE et al., 2018). No presente
estudo, esta espécie foi isolada a partir de folhas de cacaueiro cultivados em consorcio
com acgaizeiros, cultura onde espécies do género Pestalotiopsis sdo relatadas como
endofiticas (RUBINI et al., 2005), no entanto, ndo ha levantamento de fungos associados
a cultura do acai no municipio de Boca da Mata-AL, onde os isolados de cacau foram
obtidos.

A espécie N. brasiliensis foi descrita neste trabalho como uma nova espécie
pertencente ao género Neopestalotiopsis, principalmente por apresentar caracteristicas
genéticas distintas em relacdo a N. cubana, que filogeneticamente € a espécie mais
proxima. Essa distin¢do pode ser observada pelo nimero de nucleotideos que diferem em
cada marcador utilizado no estudo, sendo 08 nucleotideos em B-tubulina, 03 nucleotideos
em TEF1 e 01 nucleotideo na regido ITS. De acordo com Solarte et al. (2018), a
diferenciagdo molecular entre duas espécies pode estar em um Unico par ou em poucos
pares de nucleotideos entre as regides gendmicas utilizadas na identificacdo de espécies
do complexo Pestalotioid.

A espécie N. cubana foi encontrada por Maharachchikumbura et al. (2014) em
resto de cultura, em Cuba. De acordo com 0s autores, esta espécie forma um clado irméo
com os isolados CBS 164.42 e CBS 360.61, considerados Neopestalotiopsis sp. A
topologia foi confirmada por Solarte et al. (2018) e corrobora com os dados encontrados
no presente estudo. Nesse caso comparamos também a espécie aqui identificada com os
isolados presente no clado e observamos que N. brasiliensis difere molecularmente de
Neopestalotiopsis sp. (CBS 360.61) em 10 nucleotideos da sequéncia de p-tubulina, 01
nucleotideo em TEF1 e 01 nucleotideo na regido ITS. Em relacdo a Neopestalotiopsis sp.
(CBS 164.42) foi observado diferencas em 09 e 7 nucleotideos, nas sequéncias de -
tubulina e ITS respectivamente. O uso conjunto desses marcadores sdo bastante utilizados
na caracterizacdo molecular de fungos pestalotidides (HYDE et al, 2014,
MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2014; LEITE et al., 2017; SOLARTE et al., 2018),
sendo a regido ITS menos precisa para separacdo a nivel de espécie
(MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2014), justificando assim o menor nimero de



66

nucleotideos diferentes, sobretudo em relacdo a N. cubana e Neopestalotiopsis sp. (CBS
360.61).

De acordo com Maharachchikumbura et al. (2014), os isolados de
Neopestalotiopsis sp. (CBS 360.61 e CBS 164.42), apresentam semelhancas
morfoldgicas com a espécie N. cubana, que difere de N. brasiliensis por apresentar menor
didmetro da colbnia, observado ap6s 7 dias de idade (30-40 mm), conidios menores (19-
27 pm de comprimento) e consequentemente menores dimensdes das células conidiais.

Em outros paises, espécies do complexo Pestalotioid tém causado significativas
perdas econdmicas em uma ampla gama de culturas podendo ocasionar diversas doencas,
cujos sintomas variam de acordo com o hospedeiro e o tecido vegetal infectado.
(MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2014; JAYAWARDENE et al., 2015). Na cultura
do cacau, existe apenas um relato de Pestalotipsis sp. causando manchas foliares em cuba
(URTIAGA 1986).

No Brasil, espécies de Pestalotiopsis spp. foram identificadas apenas como
endofiticas em plantas do género Theobroma (cacau e cupuagu), em estudos realizados
na Amazonia e na Bahia (HANADA et al., 2010). No entanto, fungos endofiticos podem
ser considerados patogenos latentes, ou seja, capazes de causar sintomas em plantas sob
condicdes de estresse ou quando o hospedeiro inicia seu processo de senescéncia (HYDE
et al., 2014; SOYTONG 2008). Com isso, podemos supor que estes fungos identificados
anteriormente como endofiticos, possam ser encontrados como patogénicos na cultura do
cacau, fora isso € possivel também que as espécies identificadas como Pestalotiopsis
tenham sido reclassificados e inseridos em outros géneros do complexo Pestalotioid
(Neopesstalotiopsis e Pseudopestalotiopsis) uma que a criacdo desse complexo tenha
ocorrido posteriormente ao trabalho de Hanada et al. (2010).

Fungos pertencentes a este complexo tém despertado pouco interesse dos
pesquisadores no Brasil, principalmente no tocante a identificacdo de espécies e suas
respectivas associacdes as doencas, ndo s no cacaueiro, mas também em outras culturas
de importancia econdmica. Com isso é possivel supor que além das espécies identificadas
no presente estudo, outras possam esta presentes no Brasil inclusive na cultura do cacau,
mas para isso, precisariamos de uma amostragem maior para obtencdo de mais isolados.

No presente estudo também foi observado que os isolados obtidos de

Neospestalotipsis foram provenientes de sintomas caracteristicos de antracnose,

corroborando com as observagdes feitas por SOUZA (2017), que relatou que fungos do

complexo Pestalotioid tem sido frequentemente isolado a partir de lesdo com sintomas
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tipicos de antracnose na Colombia. Esse pode ser um dos motivos para a escassez de
estudos realizados para esse grupo fungico na cultura do cacau, uma vez que 0
microrganismo alvo nesse caso pertence ao género Colletotrichum.

Por fim, esse estudo representa uma importante contribuicdo para a etiologia de
manchas foliares associadas ao complexo Pestalotiod na cacauicultura brasileira podendo
ainda auxiliar em pesquisas voltadas a epidemiologia a ponto de oferecer informacoes
relevantes para o desenvolvimento de estratégias que possam ser utilizadas em programas
de manejo de doencas. Para tanto, € necessario uma amostragem maior para que se possa
ter a real diversidade de espécies pertencentes a este complexo associadas a cultura do

cacao.

CONCLUSOES:

4. Este é o primeiro relato do género Neopestalotiopsis na cultura do cacau;

5. As especies, N. surinamensis e N. brasiliensis, estdo associadas a manchas necraticas
em folhas de cacaueiro e a primeira ocorréncia da espécie N. surinamensis no Brasil;

6. Neopestalotiopsis brasiliensis € considerada uma nova espécie do género
Neopestalotiopsis.
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