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Caracterizacdo molecular de fungos endofiticos e patogénicos
Colletotrichum spp. isolados de guaranazeiro (Paullinia cupana H.B.K.

var. sorbilis (Mart.) Ducke)

RESUMO

O guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis) tem potencial de uso em sistemas
agroflorestais e véarios produtos com valor agregado tornando-se atrativa
economicamente, entretanto, sua expansdo no Amazonas tem sido limitada pela
antracnose, doenca causada por Colletotrichum guaranicola. A variabilidade genética
desse fungo, isolado de foliolos de guaranazeiro como patdégeno e endofito, foi
analisada com ferramenta molecular. Com o sequenciamento da regido ITS do gene
rDNA foram identificados C. gloeosporioides e G. cingulata como endofitos e
patdgenos; e exclusivamente como enddéfitos C. boninense, C. fragariae e G. acutata. O
par de oligonucleotideos CgInt/ITS4 foi eficiente na amplificacdo espécie especifica
para C. gloeosporioides e G. cingulata. Foram encontrados 28 haplétipos e o mais
frequente ficou distribuido entre as trés subpopulacdes (Fazenda Experimental, Maués e
UFAM). A estrutura genética observada com AMOVA demonstrou maior variabilidade
genética dentro das populagdes do que entre elas, e o Fst foi de 0,0923 destacando que
houve pouca influéncia da origem geografica sobre o genétipo dos isolados. Por AFLP,
com quatro oligonucleotideos, ndo houve separacdo entre enddfitos e patdgenos, bem
como correlacdo com a origem geogréafica e hospedeiros. O indice de similaridade com

o coeficiente Jaccard foi de 34%. Pela identificacdo taxonémica molecular realizada



sugerimos que o agente etioldgico da antracnose em guaranazeiro seja reconhecido

como C. gloeosporioides e sua fase teleomorfa G. cingulata.

Palavras-chave: Antracnose. Guarand. Variabilidade genética.



Molecular characterization of endophytic and pathogenic fungus
Colletotrichum spp. isolated from guaranazeiro (Paullinia cupana
H.B.K. var. sorbilis (Mart.) Ducke)

ABSTRACT

The guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis) has potential of use in agroforestry
systems and diverse products with aggregated value becoming attractive economically;
however, its expansion in Amazonas State has been limited by anthracnose, a disease
caused by Colletotrichum guaranicola. The genetic variability of this fungus, isolated
from guaranazeiro’ leaves as endophytic and pathogenic, was analyzed using molecular
tools. After sequencing the ITS region of the rDNA gene, C. gloeosporioides and G.
cingulata were identified as endophytic and pathogenic; and exclusively as endophytic,
C. boninense, C. fragarie and G. acutata. The oligonucleotide pair Cgint/ITS4 was
efficient in the species specific amplification for C. gloeosporiodes and G. cingulata. A
total of 28 haplotypes were found and the most frequent one was distributed between
the three subpopulations (Fazenda Experimental, Maués and UFAM). The genetic
structure observed with AMOVA showed greater intra than interpopulation genetic
variability, and Fst was 0.0923, indicating little geographic origin influence on the
isolated genotypes. In accord with AFLP, with four oligonucleotides, there was not
separation between endophytic and pathogenic isolates, as well as correlation with
geographic origin and hosts. The index of similarity with the Jaccard coefficient was
34%. Based on the molecular taxonomy identification carried out we suggest the
recognition of C. gloeosporioides and its teleomorph phase as the etiologic agent of

anthracnose in guaranazeiro.
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1 INTRODUCAO

Falar da Amazonia é quase sempre associa-la a biodiversidade, floresta e bacia
hidrografica, com seus povos que mesclam, harmonicamente, o viver na Amazonia € 0
viver dela. Nesse contexto, ciéncia e tecnologia, se constituem em alternativas capazes
de melhorar a qualidade de vida desses povos.

Visando destacar a importancia de culturas regionais como fonte de riquezas
para a regido, entre as varias espécies de plantas que possuem valor econémico nessa
floresta tropical foi selecionada Paullinia cupana H.B.K. var. sorbilis (Mart.) Ducke,
tendo como nome vulgar guaranazeiro. Essa espécie ocorre naturalmente na regido
Sudeste do Estado do Amazonas, principalmente no municipio de Maués, e,
posteriormente foi introduzida em Manaus. O Unico produtor de guarana em escala
comercial, no mundo, é o Brasil, excetuando-se pequenas areas plantadas na Amazonia
venezuelana e peruana.

Muitas doencas de etiologia fungica afetam a cultura. Um dos principais
fatores responsaveis pela redugdo da producdo e da expansdo da guaranicultura no
Estado é a incidéncia da antracnose, doenca causada pelo fungo Colletotrichum
guaranicola Albug. (ALBUQUERQUE, 1961), que é considerada a doenca mais
importante da cultura.

Fungos do género Colletotrichum podem ser isolados de folhas aparentemente
sadias como de folhas apresentando lesdes tipicas da antracnose, em qualquer fase de
desenvolvimento da planta, possibilitando duas suposicdes especulativas: 1) Que existe
uma s6 variedade de C. guaranicola, capaz de colonizar os tecidos internos de P.
cupana var. sorbilis e permanecer na condicdo aparentemente ndo-agressiva ou, de
forma alternativa, atuar como agente etiolégico da antracnose; 2) Que existem duas
variedades de C. guaranicola, uma capaz de colonizar os tecidos internos de P. cupana
var. sorbilis e permanecer na condicdo aparentemente ndo-agressiva e outra que atua
como agente causador da antracnose, fazendo a colonizagdo dos tecidos internos da
planta ja como parte do processo agressivo.

No presente trabalho pretendeu-se identificar os isolados obtidos por meio da
técnica molecular PCR (Polymerase Chain Reaction ou reacdo em cadeia da

polimerase) pela amplificacdo de parte do gene ribossomal nuclear e investigar a

11



possibilidade de se obter marcadores moleculares do tipo AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism ou polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados)
que permitam esclarecer a existéncia ou ndo das linhagens agressiva e ndo-agressiva de
C. guaranicola em relacdo ao hospedeiro P. cupana var. sorbilis. Assim, serdo
fornecidos subsidios para estratégias de melhoramento voltadas a obtengédo de genotipos
superiores e resistentes a antracnose. Para tanto, foi necessario isolar, caracterizar a

nivel molecular e comparar genoétipos de endofitos com genotipos de patdgenos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar molecularmente fungos enddéfitos e patégenos de Colletotrichum

associados a cultura do guaranazeiro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar em nivel de espécie os isolados de Colletotrichum por meio da
técnica de PCR pela amplificacdo das regides ITS1-5,8S-ITS2 do gene DNA
ribossomal;

Observar se ha correlacdo genética e/ou geogréfica entre os isolados utilizando-
se a regido amplificada do rDNA;

Relacionar haplo6tipos gerados por polimorfismos na regido 1TS1-5,8S-1TS2
com distribuicdo geografica e patogenicidade dos isolados;

Avaliar a variabilidade genética entre os isolados de Colletotrichum com a
técnica AFLP;

Investigar a existéncia de correlacdes entre comportamentos patogénicos,
origem geografica, graus de divergéncia genética e perfis eletroforéticos dos isolados de
Colletotrichum.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 MICRORGANISMOS ENDOFITICOS

3.1.1 Consideragdes gerais

A primeira referéncia aos fungos endofiticos foi realizada por De Bary (1866)
citado por Petrini (1986), que considerou microrganismos endofiticos aqueles que
vivem no interior dos tecidos das plantas e epifiticos, aqueles que vivem sobre a
superficie do seu hospedeiro.

O termo endofitico tem sido usado de modo indiscriminado e tem causado
muita confusdo. Sdo considerados microrganismos endofiticos aqueles microseres,
principalmente fungos e bactérias, que habitam no interior das plantas durante todo o
seu ciclo de vida ou somente parte dele, sem causar sintomas de doengas (PETRINI,
1991; PEREIRA, 1993; BACON e WHITE Jr, 2000; TAN e ZOU, 2001). Azevedo e
Aradjo (2006) consideraram aqueles cultivaveis ou ndo e excluiram desse grupo,
bactérias noduladoras e fungos micorrizicos.

Segundo Sinclair (1991), muitos fitopatdgenos latentes sdo isolados do interior
de tecidos vegetais evidenciando a dificuldade em se distinguir estes de endofitos
verdadeiros. Ndo existe uma exata distincdo entre as categorias de microrganismos
epifiticos, endofiticos e patogénicos € o que consideraram Azevedo et al. (2002);
havendo sim, um gradiente com interfaces entre eles. De acordo com o0s autores, um
microrganismo epifitico pode ser eventualmente encontrado dentro de um vegetal, um
enddfito, por sua vez, em certas condi¢des, pode tornar-se um patégeno, e um patdgeno,
em outras condicdes, ndo afetar seu hospedeiro e pode ser considerado um endofito.
Strobel et al., (2004) consideraram que a diferenciacdo entre os termos epifitico,
endofitico e fitopatdgeno depende do nicho ocupado em determinado estagio da
interacdo microrganismo/hospedeiro.

O conhecimento da comunidade de endofitos de cada hospedeiro, bem como o
de suas interaces, implica em seus isolamentos e caracterizagbes. E comum o
isolamento de dezenas a centenas de microrganismos de um unico vegetal e a partir
deste, pelo menos uma espécie pode mostrar-se especifica, ressaltando e confirmando
que os endofitos sdo um componente importante da diversidade microbinana (TAN e
ZOU, 2001; STROBEL e DAISY, 2003).
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H& ocorréncia desses microrganismos nos mais diversos vegetais
(CERKAUSKAS, 1988; PEREIRA, 1993; COSTA NETO, 2002; TALHINHAS et al.,
2005; HIGGINS et al., 2007). Os microrganismos endofiticos podem ser estudados a
partir do seu isolamento em meios de cultura e sob condi¢Bes controladas, pela
observacdo direta a partir de técnicas de microscopia o6tica ou eletrénica, ou ainda pela
deteccdo direta por técnica molecular de amplificagdo de DNA (SCHULZ e BOYLE,
2005).

3.1.2 Ocorréncia de endéfitos

Vérias espécies de plantas ja foram relatadas como hospedeiras assintomaticas
de fungos, com destaque para gramineas e coniferas de zonas temperadas. Poucos
trabalhos foram realizados com hospedeiros tropicais.

Em cultivos agricolas de interesse econdmico foram encontrados endéfitos em
Oryza sativa (FISHER e PETRINI, 1992), Musa sp. (PEREIRA, 1993), citrus
(GLIENKE, 1995), Paullinia cupana (GUIMARAES, 1998), Theobroma grandiflorum
(MEDEIROS-GALVAO, 1998), Bactris gasipaes (COSTA NETO, 2002), Zea mays
(SEGHERS et al., 2004) e cana-de-acucar (MENDES et al., 2007). Os enddfitos
também foram encontrados em plantas herbaceas (TAECHOWISAN et al., 2003),
espécies de florestas tropicais (STROBEL, 2002), plantas medicinais (HUANG et al.,
2001) e aquéticas (CHEN et al., 2003).

A transmissdo dos endofitos pode ocorrer de forma vertical quando penetram
pelas sementes ou pela zona radicular, horizontalmente por penetracdo em estbmatos ou
diretamente pela parede celular utilizando-se de apressorios e haustérios (SAIKKONEN
et al., 2004). Arnold e Herre (2003) observaram que a transmissdo de endéfitos em
cacaueiro (T. cacao) € do tipo horizontal. E tal fato pode estar relacionado com a
disponibilidade de propagulos no ar ao longo do ciclo de vida da planta.

A ocorréncia de endofitos no vegetal varia espacialmente, hd diferenca e
especificidade na comunidade entre os tecidos do hospedeiro: raiz, caule, folha, flor e
fruto (TEJESVI et al., 2005; GOND et al., 2007). Além disso, a comunidade de
enddfitos depende também da interagdo com microrganismos epifiticos e patogénicos
(SANTAMARIA e BAYMAN, 2005; OSONO, 2007); da influéncia do ambiente
(PIMENTEL et al., 2006; UNTERSEHER et al., 2007); e idade do hospedeiro
(PHOTITA et al., 2001; VUJANOVIC e BRISSON, 2002). As espécies que
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frequentemente tém sido isoladas pertencem ao filo Ascomicota, incluindo os
anamorfos (Hifomicetos e Coelomicetos) e em menor frequéncia, Basidiomicota e
Zigomicota (SCHULZ e BOYLE, 2005).

Colletotrichum é um género que frequentemente tem sido isolado como
endofito em véarios hospedeiros. Aradjo et al. (2001) isolaram Colletotrichum
gloeosporioides de folhas e porta-enxertos de Citrus; Bussaban et al. (2001)
identificaram C. gloeosporioides e Glomerella spp. como endofitos de folhas,
pseudocaules e rizomas de gengibre (Amomum siamense Criab.), coletados em dois
locais na Tailandia; Camatti-Sartori et al. (2005) investigando endéfitos de folhas, flores
e frutos de macieiras (Malus domestica) no Sul do Brasil, em trés sistemas de cultivo
diferentes: convencional, integrado e organico, observaram que Colletotrichum estava

entre 0s géneros mais frequentes.

3.1.3 Relagbes com o0s hospedeiros

A relacdo existente entre microrganismos endofiticos e seus hospedeiros ainda
ndo foi completamente elucidada. Podemos inferir duas hip6teses principais, a primeira
diz respeito ao equilibrio antagbnico e a segunda a simbiose mutualistica (FAETH,
2002; RUDGERS et al., 2004; SAIKKONEN et al., 2004; SCHULZ e BOYLE, 2005;
KOGEL et al., 2006).

Pode ocorrer flutuacdo sazonal na comunidade endofitica. Gao et al. (2005)
observaram esse fato quando investigaram endofitos em Heterosmilax japonica Kunth,
pois ocorreu maior abundancia de populacbes endofiticas em amostras isoladas na
primavera do que no verdo. Outro fato é a localiza¢do dos endéfitos no hospedeiro. O
enddfito Stagonospora sp. colonizou na primavera somente a raiz de Phragmites
australis, enquanto no outono foi isolado de varias partes do hospedeiro (ERNEST et
al., 2003).

Bactérias endofiticas promovem o crescimento vegetal, propiciam ao
hospedeiro resisténcia ao estresse e alteracdes fisioldgicas, e também conferem protegéo
contra herbivoria e patégenos (NETO et al., 2004).

Dois endofitos do género Phomopsis isolados de gravioleira (Annona muricata
L.) e pinha (A. squamosa L.) promoveram eficientemente o crescimento vegetal,
demonstrando ter potencial de uso na agricultura, pois foram capazes de aumentar a

producdo dessas culturas (SILVA et al., 2006). Essa capacidade tem sido atribuida a
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mecanismos diretos tais como a fixagdo de nitrogénio, producdo de fitohormonios e
como indiretos, o antagonismo a fitopatdgenos, que induz o aumento na taxa de
germinacdo, crescimento das raizes e parte aérea, numero de folhas e flores, area foliar e
rendimento de culturas (SILVEIRA, 2001).

A ocorréncia de endofitos e a frequéncia de infecgdo variam grandemente de
acordo com a espécie hospedeira e a origem geogréafica da mesma. White Jr et al. (1993)
observaram que 30% das espécies da subfamilia Pooideae abrigavam endéfitos em
niveis variados de infeccdo, sendo Acremonium sp. o isolado em maior frequéncia. Este
fungo € um potente fitopatogeno em outras subfamilias de gramineas. Este fato,
segundo 0s autores, sugere uma relacdo coevolutiva entre a subfamilia Pooideae, e 0
fungo Acremonium sp. Enquanto Penna (2000) isolou enddéfitos do interior de sementes
de erva-mate, porém a maioria das plantas investigadas ndo possuia sementes infectadas
por microrganismos endofiticos.

A frequéncia e composicdo de espécies das comunidades microbianas sao
dependentes das interacbes entre os fatores bidticos e abidticos inerentes aos seus
habitats, uma vez que o habitat associado a planta é um ambiente dinamico. Ha variacao
espacial nas comunidades endofiticas em diferenca e especificidade da micobiota entre
os tecidos vegetais: raizes, caules, folhas, flores e frutos (NALINI et al., 2005; TEJESVI
et al., 2005; GOND et al., 2007); dependem da interacdo com outros microrganimos
como patdgenos e epifiticos (SANTAMARIA e BAYMAN, 2005; OSONO, 2007),
além de estarem sujeitos as influéncias ambientais (PIMENTEL et al., 2006;
UNTERSEHER et al., 2007) e idade do tecido vegetal colonizado (PHOTITA et al.,
2001; VUJANOVIC e BRISSON, 2002). A colonizacéo dos endofitos pode ser inter ou
intracelular, localizada ou sistémica (SCHULZ e BOYLE, 2005).

Produtos de interesse biotecnolégico produzidos por endofitos, como
antibidticos ou enzimas, destacam a importancia desses microrganismos. Amilases,
celulases, proteases, lipases, quitinases e outras enzimas tém sido encontradas em
fungos endofiticos (STROBEL e DAISY, 2003). Farmacos de interesse medicinal como
o taxol, produzidos pelo endofito Taxomyces andreanae isolados de Taxus brevifolia,
atualmente tem sido estudado com objetivo de produzir esse composto em escala
industrial (YUAN et al., 2006).

Realizando busca por microrganismos produtores de taxol, varios outros
enddfitos também produzem essa droga: Pestalotiopsis microspora isolado de T.
wallachiana (STROBEL et al., 1996), P. guepinii endofito de Wollemia nobilis
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(STROBEL et al., 1997), Seimatoantlerium tepuiense enddfito de Maguireothammus
speciosus (STROBEL et al., 1999), Periconia sp. enddfito de Torreya grandifolia (L1 et
al., 1998) e Bartalimia robillardoides enddfito de Aegle marmelos (GANGADEVI e
MUTHUMARY, 2007).

Arnold et al. (2003) demonstraram o antagonismo de fungos endofiticos do
cacaueiro contra Phytophthora sp.. Este trabalho foi relevante por ter postulado o papel
que endofitos de plantas lenhosas desempenham na sua protecéo contra fitopatdgenos,
diminuindo consideravelmente a incidéncia da doenca em mudas previamente
inoculadas com fungos endofiticos (CLAY, 2004).

A colonizacdo assintomatica por endofitos é conseqliéncia da interacdo
antagbnica balanceada entre o hospedeiro e o fungo. Uma vez que o enddéfito pode
produzir exoenzimas necessarias a infeccdo ao hospedeiro, e este, pode produzir
mecanismos de defesas para impedir a infeccdo. Neste caso, existe equilibrio entre a
viruléncia fangica e a defesa da planta (SCHULZ e BOYLE, 2005). Entretanto,
havendo desequilibrio nessa harmonia, quer seja para diminuicdo na defesa da planta
como no aumento da viruléncia do fungo, ocorre o desenvolvimento de doenca
(SCHULZ et al., 2002).

Os microrganismos endofiticos podem influenciar na producdo ou inibicéo de
metabolitos com funcdo de defesa podendo conferir ao hospedeiro resisténcia ao ataque
de insetos (AZEVEDO et al., 2000); funcdo antimicrobiana, contra fitopatdgenos
(ARNOLD et al., 2003; MUCCIARELLI et al., 2002; BANDARA et al., 2006);
aumento de tolerancia a estresse e producdo de fitohormdnios (TUDZYNSKI e
SHARON, 2002).

Os metabolitos produzidos por microrganismos endofiticos tém demonstrado
capacidade de inibicdo de ampla variedade de agentes patogénicos incluindo
fitopatdégenos (STROBEL, 2003; STROBEL et al., 2004; GUNATILAKA, 2006) assim
como fungos e bactérias (HARRISON et al., 1991; HORN et al., 1995; STROBEL et
al., 1999; BRADY e CLARDY, 2000; LI et al., 2000; LU et al., 2000) e virus (GUO et
al., 2000). Por meio de inducdo de mutacdo em Colletotrichum sp. e C. magna, varios
mutantes obtidos diferiram do tipo selvagem em apenas um gene, este fato sugere que a
diferenca entre patdgeno e enddfito pode ser pequena (FREEMAN e RODRIGUEZ,
1993).

O endofito Colletotrichum sp. isolado da planta medicinal Artemisia annua,

que é utilizada na China como droga antimalarica, apresentou atividade antimicrobiana
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frente a patdégenos humanos e de plantas (LU et al., 2000). Zou et al. (2000) observaram
essa mesma atividade para o enddéfito C. gloeosporioides, que produz &cido coletotrico,
isolado de A. mongolica.

A diferenca entre endofitos e patdgenos varia conforme o hospedeiro. Arnold
et al. (2003) isolaram Colletotrichum spp. em 88,9% das folhas de cacaueiro e 33,3% de
folhas de Ouratea lucens, entretanto ndo observaram esse género em Heisteria concina.
E dos géneros isolados, 65,5% estavam albergados em somente um hospedeiro.

Comunidades de fungos epifiticos e endofiticos associadas com folhas de café
(Coffea arabica) foram investigadas em Porto Rico por SANTAMARIA e BAYMAN
(2005). Pestalotia e Botryosphaeria foram o0s géneros mais freqlentes entre o0s
epifiticos, enquanto para os endofitos foram Colletotrichum, Xylaria e Guignardia. Os
mesmos autores observaram que fragmentos de folhas com Colletotrichum sdo menos
provaveis de conter Xylaria e Guignardia do que aqueles sem Colletotrichum, isto

sugere possivel competicdo ou antagonismo entre os endéfitos.

3.1.4 Fungos endofiticos e patogenos latentes

A coexisténcia parasita/hospedeiro, com um minimo de dano a este, caracteriza
a infeccdo latente, considerada como certa tolerancia ou resisténcia do hospedeiro aos
patdgenos. Estes encontram um ambiente interno improprio para o seu crescimento e
multiplicacdo, como resultado de um processo de coevolugdo planta/patdgenos. Esta
coevolucdo eliminaria a alta susceptibilidade individual das plantas, bem como a
elevada viruléncia dos patégenos (SINCLAIR, 1991).

Espécies consideradas patogénicas tém sido isoladas freqlientemente como
enddfitas, tais como: Didymella exitialis (Morini) Muller e Phacosphaeria nodorum
(Muller) Hedj., patogenos do trigo (PETRINI, 1986; SIEBER et al., 1988);
Thielaviopsis paradoxa, patégeno de pupunheira (COSTA NETO, 2002); e G. cingulata
e C. fragariae, patogenos de agaizeiro (MARQUES et al. (2007).

Segundo Rodriguez e Redman (1997), fungos endofiticos ndo induzem
sintomas significativos de doencas, mas mantém 0s mecanismos bioquimicos e
geneéticos necessarios para a infeccdo e a colonizagéo de plantas hospedeiras.

Um fungo que ocupa de forma assintomatica o tecido da planta pode ser um
patégeno fraco ou uma raga virulenta detectada durante a laténcia, ou possivelmente

simplesmente um habitante de um nicho que espera uma oportunidade de propagar-se.
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As predisposi¢des dos parceiros (planta/fungo) e das circunstancias ambientais
influenciam o balanco entre o hospedeiro e endéfito (SCHULZ e BOYLE, 2005).

Saikkonen et al. (1998) sugeriram que a origem de muitos endéfitos pode
recair em patdgenos assintomaticos ou latentes, e o contrario também, endofitos que
interagem mutualisticamente com seu hospedeiro podem tornar-se patégenos em algum
momento de estresse do hospedeiro (SCHULZ e BOYLE, 2005; KOGEL et al., 2006).

Assim sendo, ao realizar isolamento de endofitos, patdgenos latentes também
podem estar sendo isolados. Colletotrichum magna é capaz de expressar diversos estilos
de vida: é patogénico em variedades de cucurbitaceas, € saprofitico em material vegetal
e endofitico em tomate (FREEMAN e RODRIGUEZ, 1993).

3.2 Caracteristicas do género Colletotrichum

O género Colletotrichum pertence ao filo Ascomycota, ordem Phyllachorales
(ALEXOPOULOQS et al., 1996). Glomerella cingulata (Stonem.) Spaud & Schrenk é a
forma teleomérfica ou perfeita desse Ascomiceto; C. gloeosporioides, forma anamorfica
ou imperfeita, foi escolhido para representar o estagio conidial (ARX, 1957). O género
Colletotrichum engloba fungos mitosporicos pertencentes a ordem Melanconiales da
classe Coelomycetes (SUTTON, 1980, 1992). Existem muitas outras espécies desse
fungo, as quais, via de regra, recebem o nome do hospedeiro: C. guaranicola, C. musae,
C. graminicola.

Segundo Gunnell e Gubler (1992) o género Colletotrichum é caracterizado por
conidios cilindricos com as extremidades arredondadas. Todas as espécies produzem
células hialinas, cilindricas, ou conidios encurvados dentro do acérvulo. Algumas vezes,
0 acérvulo possui setas, porém esta condicdo parece ser determinada, pelo menos em
parte, pelo ambiente (HOLLIDAY, 1980; ALEXOPOULOQOS et al., 1996).

Smith et al. (1985), isolaram Colletotrichum que produzia massa conidial de
coloragéo rosa a laranja. Conforme Alexopoulos et al. (1996), C. graminicola produz
mucilagem destinada a prote¢do dos conidios ao dessecamento, bem como aos efeitos
toxicos de compostos polifendlicos liberados pelos hospedeiros.

Segundo Menezes (2002) algumas espécies de Colletotrichum sdo mais
especificas em determinados hospedeiros, como exemplo, C. lindemuthianum em feijdo

comum (Phaseolus vugaris) e C. musae em frutos de banana (Musa paradisiaca L.),
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enguanto outras sdo polifagas, como exemplo, C. gloeosporioides e C. acutatum que
ocorrem em Varios hospedeiros.

As principais caracteristicas para C. gloeosporioides, segundo Sutton (1992)
sdo: conidios retos e cilindricos, formados geralmente em massas de coloragdo salméo,
medindo de 12-17 x 3,5-6 um e apressorios clavados, ovados, obovados ou lobados
apresentando coloragéo castanha, medindo de 6-20 x 4-12 um.

A identificacdo de espécies do género Colletotrichum ¢é baseada,
principalmente em caracteristicas morfoldgicas e culturais (SUTTON, 1992; BEZERRA
e MENEZES, 2007; TOZZE JUNIOR e MASSOLA JUNIOR, 2007). Entretanto, tais
caracteristicas fenotipicas sofrem a interferéncia do ambiente. Atualmente existem
outros métodos mais precisos, como os marcadores moleculares (TALHINHAS et al.,
2002; SHARMA et al., 2005; ANDRADE et al., 2007).

O cultivo dos isolados em meios artificiais visando a identificacdo em nivel de
espécie neste complexo grupo do Colletotrichum leva a resultados que limitam essas
metodologias. Bueno et al. (2005) quando investigaram a variabilidade morfoldgica de
conidios de C. acutatum e C. gloeosporioides isolados de pimentdo, pimenta e jilo,
observaram diferencas significativas nas dimensfes e formato de conidios produzidos
por um mesmo isolado em funcdo das condi¢bGes de cultivo, tais como, substrato,
temperatura e fonte de luz. Concluindo que essas duas espécies ndo podem ser
distinguidas unicamente com base no tamanho e formato dos conidios.

De modo semelhante, Tozze Junior et al. (2006) avaliando isolados de
Colletotrichum obtidos de solanédceas, observaram a presenca de até trés tipos de
apressorios (circular, ovalado e lobado) a partir de um Unico conidio. Segundo Katan
(2000) critérios morfoldgicos e culturais sdo, e provavelmente continuardo sendo a
primeira etapa para a separacao de espécies ou grupos de espécies.

O estudo sobre a patogenicidade especifica a determinado hospedeiro ou grupo
de hospedeiros, é constantemente utilizado em chaves de classificacdo na identificagdo
de espécies de Colletotrichum (SUTTON, 1980; BAXTER et al., 1983). Entretanto,
frequentemente a distingdo entre espécies de Colletotrichum sdo baseadas em
caracteristicas morfoldgicas dos esporos e apressorios (SUTTON, 1992). Este mesmo
autor afirmou que a taxonomia de Colletotrichum é confusa e quando mais informagdes
detalhadas a cerca de determinado isolado fitopatogénico sdo necessarias, critérios

morfoldgicos sdo de pouco interesse.

21



Cannon et al. (2000) consideraram que existem trés grandes grupos de
Colletotrichum, baseados nas espécies de C. gloeosporioides, C. acutatum e C.
orbiculare, aos quais sdo agregadas as demais especies. Espécies de Colletotrichum
inicialmente eram identificadas com base no tipo de hospedeiro de onde eram isolados
(SREENIVASAPRASAD et al., 1996a) e assim, diferentes nomes foram dados aos
isolados morfologicamente iguais, obtidos de hospedeiros distintos, entretanto, este

critério ndo revelou claramente as relac@es intra-especificas (JEFFRIES et al., 1999).

3.2.1 Estudos morfo-fisiolégicos em Colletotrichum guaranicola

Albuquerque (1960) realizou testes de patogenicidade para identificar C.
guaranicola como agente causal da antracnose em plantas de guarana. Foi utilizado o
meio de cultura BDA, no qual os acérvulos ndo apresentaram setas e nao foram
observadas estruturas da fase perfeita do fungo. Os conidios comegaram a germinar uma
hora apds serem inoculados em agar comum ou em agua destilada, prolongando-se por
48 horas, quando atingiram 100% de germinacao.

A germinacdo dos conidios também foi estudada por Duarte et al. (1995), que
ocorreu ap6s duas horas da semeadura em agar-agua e BDA. No ensaio com oito
isolados, esses autores observaram variagdes no tamanho e na velocidade de germinacao
dos conidios, na velocidade de crescimento radial das col6nias e em outros aspectos
fenotipicos das mesmas.

Segundo Veras et al. (1997), os conidios de C. guaranicola, geralmente, sdo
retos, hialinos, unicelulares, adquirindo um septo quando fisiologicamente maduros, ja
préximo a germinacdo, e ocorrem tanto na extremidade de hifas ou conidi6foros, como
acervulos. Estes apresentam setas escuras, pontiagudas, com e sem septos. Em alguns
casos, foram observadas anastomoses de hifas e também de conidios, explicando em
parte a variabilidade fenotipica e genotipica do patégeno.

Lesdes foliares causadas por C. guaranicola apresentam tonalidade escura nas
folhas novas. Os formatos e as dimensfes das manchas sdo variaveis. Os conidios
apresentam-se como oblongos, hialinos e unicelulares medindo 12-20 x 4-6 pm
(ALBUQUERQUE, 1961).

Duarte (1999) descreveu C. guaranicola como produtor de esporos em
acérvulos subepidérmicos desprovidos de setas, medindo de 75 a 83 pum de diametro

com plexo subcuticular, de onde surgiram conidiéforos curtos, simples, hialinos, ndo
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septados medindo 14-20 x 4-6 um com extremidade afilada e com escara visivel. Os
conidios apresentaram forma irregular tendendo para cilindrica, medindo 4-8 x 4-6 um
e germinaram duas horas apds a semeadura em placas de agar-agua atingindo 100% de
germinacdo apés quatro a quatro horas e meia.

Isolados dessa espécie flngica apresentam variacdo quanto a coloracdo e
aspecto geral da col6nia, variando conforme o substrato de cultivo utilizado e o
gendtipo do proprio isolado. Ocorre também variacdo na morfologia dos conidios, tanto
em comprimento como largura, de um mesmo isolado, em funcdo do substrato
empregado (VERAS et al., 1997).

Estudos sobre o patossistema C. guaranicola e guaranazeiro foram realizados
por Bentes e Matsuoka (2002) e revelaram que o clone 626 expressou sua resisténcia em
funcdo do atraso na entrada do patdgeno e colonizacdo dos tecidos. Isto ocorreu pela
baixa quantidade de formacédo de apressorios. A germinacdo dos conidios foi observada
pela emissdo de tubo germinativo que originou apressério globoso, de coloragdo
marrom-escuro, e a partir deste houve a formacdo de uma estrutura chamada de cone
apressorial com forma de funil, de onde foi emitida uma hifa de infeccdo. O clone
suscetivel apresentou sintomas da antracnose apds cinco dias da inocula¢do do patégeno
e 0 resistente somente apos sete dias.

Uma reavaliacdo taxonémica de C. guaranicola, agente causal da antracnose
em guaranazeiro foi realizada por Bentes e Barreto (2004). Os autores observaram
coldnia de coloracdo branca, com abundante producdo de micélio e massa conidial de
cor alaranjada, quando cultivado em meio BDA. Os conidios, no centro das coldnias,
apresentaram-se hialinos, cilindrico, medindo 10,5-15,5 x 3-4,5 pum. O apressoério era
de cor escura (melanizado) e globoso, podendo ter algumas variacGes, com medidas de
4,5-8 x 5-8 um. Foram observados acérvulos com setas quando em meio de cultura,
mas ndo em acérvulos presentes no hospedeiro.

Segundo Bentes e Barreto (2004), isolados de C. guaranicola diferem de outras
espécies de Colletotrichum apresentando conidios cilindricos, atualmente aceitas, pelo
tamanho do conidio e pelo tamanho e forma do apressério e sugeriram que fosse
reconhecido como um taxon distinto dentro do género Colletotrichum, de acordo com
Albuquerque (1961). Apesar de terem realizado teste de gama de hospedeiros com C.
guaranicola e ndo observarem infecgdo, 0s autores propuseram investigagdo com maior

namero de hospedeiros, de preferéncia aquelas relacionadas com o guaranazeiro.
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3.3 O hospedeiro Paullinia cupana H.B.K. var. sorbilis

O género Paullinia é nativo das Américas, distribuindo-se desde o Sul dos
Estados Unidos e Meéxico até a Argentina. A area de distribuicdo do guaranazeiro
abrange a Venezuela, Colémbia, Peru, Norte da Bolivia, parte das Guianas, Amazonas,
Acre, Para, Bahia, Sdo Paulo, Minas Gerais, Maranhdo, Ronddnia e norte do Mato
Grosso. (PIRES, 1949; PANTOJA, 1960; LLERAS, 1984; NASCIMENTO FILHO e
ATROCH, 2002). No Estado do Amazonas ha destaque para 0os municipios de Iranduba,
Parintins, Itacoatiara, Barreirinha, Boa Vista dos Ramos, Manacapuru, Maués, Urucara
e Manaus (NASCIMENTO FILHO e ATROCH, 2002).

Existem duas subespécies de P. cupana, as quais foram definidas quando
foram observadas divergéncias em determinados caracteres botanicos (DUCKE, 1937).

Paullinia cupana H.B.K. var. cupana, apresenta plantas novas com foliolos
fortemente lobados e recortados. Plantas de qualquer idade desprovidas de gavinhas.
Flores e frutos bem maiores que na outra variedade; os frutos podem apresentar o dobro
ou o triplo do tamanho da outra subespécie, e sdo acentuadamente obovado-piriformes,
de cor vermelha-escura, com pouco brilho. Sdo encontradas nas bacias fluviais do Alto
Orenoco e Alto Rio Negro (DUCKE, 1937).

Paullinia cupana H.B.K. var. sorbilis, apresenta plantas novas com foliolos
fracamente lobados. Quando adultas sdo abundantemente providas de gavinhas,
localizadas junto as inflorescéncias ou nas mesmas. Flores ligeiramente menores. Frutos
com somente metade ou um terco do volume dos frutos da outra variedade,
aproximadamente esféricos, de cor vermelha-viva, brilhante. Encontrada na regido
Sudeste do Estado do Amazonas, sobretudo em Maués e Parintins. E conhecida pelo
nome vulgar de “guarand” (DUCKE, 1937).

A variedade cupana propagou-se de suas origens e foi incorporada aos habitos
alimentares dos colonizadores e viajantes da regido do alto Rio Negro venezuelano e
colombiano, mas o seu consumo ficou restrito a esse “habitat” natural. Ja a variedade
sorbilis, foi amplamente aceita desde a chegada dos primeiros colonizadores e seu uso
foi amplamente difundido a outras regides, passando a ser utilizado como matéria prima
para a producéo de refrigerantes (DUCKE, 1946).

O guaranazeiro € uma planta perene arbustiva, lenhosa e trepadeira, da familia
Sapindaceae. Em cultivo, da formagdo a moitas e em capoeira ou mata, cresce podendo

atingir até 10 metros de altura tendo como suporte outras arvores. Possui inflorescéncia
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em forma de cacho e mede cerca de 25 cm de comprimento. O fruto é uma céapsula
deiscente variando de vermelhada a alaranjada, e quando maduro abre-se parcialmente,
de forma que a semente castanho-escuro fica a mostra envolta parcialmente por uma
pelicula branca, o arilo (SOUZA et al., 1996).

A comercializagdo do guarana pode ser em ramas (sementes torradas), bastdo
ou em po. Possui utilizagdo em agroindustria, que pode fabricar o xarope (concentrado)
para consumo direto como bebida energética misturado com agua ou para a producao
industrial de bebidas refrigerantes gaseificadas. Frequentemente o pé € comercializado
em frascos, capsulas gelatinosas ou saches. Pesquisas confirmaram o guarana como a
maior fonte de cafeina natural e exerce acdo estimulante sobre o sistema nervoso
central. As sementes secas também sdo utilizadas em pecas de artesanato com motivos
indigenas, muito apreciadas por turistas nacionais e estrangeiros que visitam o
Amazonas (SUFRAMA, 2003).

3.3.1 Antracnose do guaranazeiro

A antracnose é uma doenca foliar, cujo agente etiolégico é o fungo C.
guaranicola, de ocorréncia nas folhas mais jovens, surgindo deformacdes e enrolamento
da lamina foliar. Em folhas adultas, ha o crestamento das margens e, em casos mais
severos, 0 secamento total é observado. Aparecem lesbes necréticas nas folhas, de
coloracdo marrom-avermelhada. Esse fato compromete o desenvolvimento e a
produtividade das plantas, constituindo-se em fator altamente limitante a expansdo da
cultura do guaranazeiro.

Pode ocorrer em qualquer estagio do desenvolvimento das plantas, inclusive
em mudas ainda no viveiro. A sua incidéncia aumenta no periodo de maior umidade,
pois a mesma favorece a disseminacdo e germinacao dos conidios. No Amazonas, esse
periodo compreende os meses de fevereiro, marco e abril, de chuvas abundantes. A
incidéncia também ocorre em é&reas de cultivo mecanizada, provavelmente pela
eliminacdo de barreiras naturais a propagacao dos conidios (ALBUQUERQUE, 1960;
DUARTE et al., 1995).

Ha evidéncias da transmissdo por meio de sementes, embora com baixa
frequencia. Tal fato pode explicar a introducéo do patdgeno em areas distantes como o
Sul da Bahia. As medidas de controle indicadas envolvem préticas culturais, uso de
fungicidas e matrizes resistentes (DUARTE, 1999).
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3.4 Ferramentas para estudos moleculares

As técnicas que utilizam marcadores de DNA sdo mais eficientes para a
caracterizacdo de isolados e suas populacGes, pois representam diretamente a variagdo
genética, ndo estando sujeitas a influéncias do ambiente, nem sofrendo variacGes em
funcdo do estagio de desenvolvimento do organismo ou do tipo de tecido utilizado
(PUTERKA et al., 1993).

Marcador molecular pode ser definido como todo e qualquer fendtipo oriundo
de um gene expresso ou de um fragmento especifico de DNA (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998). Atualmente diversos marcadores moleculares tém sido
identificados por técnicas que permitem uma ampla caracterizacdo do polimorfismo
genético existente em diferentes organismos.

O advento de técnicas baseadas em PCR apresentou uma nova op¢do de uso
dos marcadores moleculares. A técnica de PCR foi desenvolvida em meados da década
de 80 (MULLIS e FALOONA, 1987) e alcangou uso disseminado e extenso em Varios
campos da biologia (WHITE et al., 1989).

Técnicas que utilizam ferramentas moleculares tém sido muito utilizadas e
propiciaram grandes avancos na taxonomia e na caracterizagdo de fungos. Os
marcadores moleculares sdo Uteis na avaliacdo de niveis de diversidade genética e
relacBes filogenéticas intra e interespecificas e também para caracterizar linhagens
(MARTIN e FIGUERES, 1999).

Diferentes técnicas de genotipagem tém sido utilizadas para resolver problemas
taxondémicos nos ultimos anos tais como RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism ou polimorfismo no comprimento de fragmentos obtidos por corte da fita
dupla de DNA), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA ou DNA polimérfico
amplificado ao acaso), e AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism ou
polimorfismo por comprimento de fragmento amplificado) (LOUWS et al., 1999;
SOLL, 2000). Estas técnicas levam em consideragdo as informacdes distribuidas em
todo o genoma de um organismo e geralmente permitem discrimina-los em nivel de

especies e ragas.

3.4.1 A técnica de PCR na identificagdo molecular
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Os genes do dna que codificam o rna ribossdmico apresentam-se em grupo.
Estes séo constituidos pelos genes 18S, 5,8S e 28S, e estes, internamente sdo separados
por duas regides denominadas ITS1 e ITS2, as quais sdo transcritas e processadas para
dar origem ao rna ribossémico maduro. Esse grupo génico aparece repetido centenas de
vezes no genoma flangico, separados por espagos intergénicos ndo transcritos (IGS).
Esses grupos apresentam algumas regides altamente conservadas e outras variaveis, tal
fato tem permitido a analise de variacdo de diferentes niveis taxonémicos (HIBBET,
1992; GANLEY e SCOTT, 2002; ZAHA et al., 2003) (Figura 01).

I Gene DNA ribossomal I
ITS1 ITS2

IGS
< > <+—> <+“—>
28S 18S H 58S H 28S )-
ITS1 ITS4

Figura 01. Grupo de genes do dna ribossomal, compreendendo os trés principais (18s, 5,8s
e 28s), a regido espacadora intergénica (igs), e as regides espacadoras internas (its). A
regido igs compreende 0 gene 5s. As regides its sdo mais variaveis enquanto as principais
sdo conservadas. Itsl e its4 localizagdo de anelamento dos oligonucleotideos para
amplificacdo de parte do gene rdna. (adaptado de mitchell e zuccaro, 2006)

A regido 18S apresenta-se como a mais conservada e € indicada para
comparagdo de organismos distantemente relacionados e a regido 28S € a mais variavel
e por isso, é apropriada quando se deseja comparar diferentes géneros ou, em alguns
casos, diferentes espécies (WHITE et al., 1990).

Guo et al. (2001) sequenciaram fragmentos amplificados, com iniciadores
universal e especifico para fungo, do gene 5,8S e das regifes espagadoras ITS1 e ITS2
do rDNA a partir de DNA total extraido de tecidos congelados de Livistona chinensis.
Analises filogenéticas com méaxima parcimonia, teste de bootstrap e consulta ao
GenBank e EMBL a partir dessas sequiéncias, indicaram que seis sequéncias clonadas
pertenciam a origens diferentes. Cinco seqiiéncias (P1-9, P2-6, P4-4, P4-5 e P4-7) eram

de fungos e a outra, P3-2, pertencia a plantas.
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Sequéncias de DNA que frequentemente apresentam polimorfismo entre
espécies fungicas, tais como as da regido ITS do rDNA, sdo candidatas para a deteccao
de uma espécie e exclusdo das demais. Por exemplo, varios oligonucletideos foram
desenvolvidos como espeécie-especifico, baseados em sequéncias de nucleotideos da
regido ITS1 do rDNA, e tém sido utilizados pela técnica de PCR objetivando a
identificacéo de espécies de Colletotrichum.

Variacdo no DNA ribossomal de C. gloeosporioides, C. musae, C. fuscum e C.
fragariae, isolados de diferentes regides e hospedeiros, foi observada por Munaut et al.
(2002). Foram analisadas as regifes ITS1 e ITS2 e observado que bandas polimorficas
entre as linhagens as separaram em cinco grupos, mostrando a distancia entre as
espécies.

Os pares de oligonucleotideos Calnt2/1TS4 e Cgint/ITS4 foram desenvolvidos
para C. acutatum e C. gloeosporioides, respectivamente (MILLS et al., 1992;
SREENIVASAPRASAD et al., 1996b). Este conjunto de oligonucleotideos ja foi
utilizado em pesquisas envolvendo a identificacdo de isolados de Colletotrichum de
varios hospedeiros: citros, mamdo, péssego, maracuja, améndoa, abacate, manga,
goiaba, morango e solanidceas (BROWN et al.,, 1996; PERES et al., 2002;
ADASKAVEG e HARTIN, 1997; AFANADOR-KAFURI et al.,, 2003; TOZZE
JUNIOR et al., 2004; BUENO, 2005; ANDRADE et al., 2007). Existem outros pares de
oligonucleotideos especificos tais como CcINF1/Cc2NR1 para C. coccodes (CULLEN
et al., 2002) e CcInt/ITS4 para C. capsici (AVRDC, 2003).

3.4.2 Marcdores moleculares AFLP

A analise de AFLP representa a tecnologia mais recente para a obtencdo de um
grande numero de marcadores moleculares distribuidos em genomas de procariotos e
eucariotos. Segundo Vos et al. (1995) esta técnica é famosa pela robustez,
reprodutibilidade, e elevado poder discriminatorio.

O ensaio AFLP combina a especificidade, a resolucdo e o poder de
amostragem da digestdo por enzimas de restricdo com a velocidade e a praticidade de
deteccdo de polimorfismo via PCR. Desde o seu desenvolvimento e divulgagédo
(ZABEAU, 1993), esta técnica tem sido utilizada de forma crescente para finalidades de
“fingerprinting”, mapeamento genético localizado (bulk segregant analysis) e

construcdo de mapas genéticos, principalmente em espécies de plantas cultivadas que
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apresentaram uma baixa taxa de polimorfismo de DNA (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998).

Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998), a andlise AFLP consiste
essencialmente de quatro etapas. Na primeira etapa, 0 DNA gendmico total do individuo
é clivado com duas enzimas de restricdo, combinando uma enzima de corte raro com
outra de corte freqliente. Na segunda etapa, adaptadores especificos sdo ligados aos
terminais dos fragmentos genémicos gerados pela clivagem. Na terceira etapa, uma
fracdo dos fragmentos gerados é amplificada seletivamente, via PCR, utilizando
oligonucleotideos especificos desenhados para reconhecer seqiiéncias nos adaptadores.
Na quarta e Gltima etapa, a subpopulacéo de fragmentos amplificados é separada em gel
de alta resolucdo.

Polimorfismos entre fragmentos AFLP resultam de mutacGes de ponto,
invers@es, delecdes e inser¢Bes, que levam a perda ou ganho de um sitio de restricao
reconhecido pelas enzimas utilizadas, ou a alteragdo da sequéncia reconhecida pelos
nucleotideos arbitrarios nos terminais 3’ dos oligonucleotideos que dirigem a PCR a
partir dos adaptadores. O conceito de “dominancia” dos marcadores RAPD aplica-se
igualmente aos marcadores AFLP. Estes ndo permitem a deteccdo de heterozigotos, ou
seja, ndo é possivel distinguir se uma banda no gel € o resultado da amplificacdo de um
ou dois alelos (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

A principal vantagem da técnica AFLP, segundo Ferreira e Grattapaglia
(1998), é o grande numero de fragmentos gerados e resolvidos em um Unico gel. O
indice de “multiplex” do ensaio AFLP, ou seja, 0 numero de marcadores
simultaneamente analisados em um unico gel é o mais alto entre as tecnologias de
marcadores hoje disponiveis. O’Neill et al. (1997) destacaram a rapidez da técnica,
custo razoavel, poder de reprodutibilidade, alta freqiéncia de polimorfismos, e uso de
pequena quantidade de DNA.

Outra vantagem da tecnologia AFLP é o grande poder de deteccdo de
variabilidade genética. Ela explora simultaneamente o polimorfismo de presenca e
auséncia de sitios de restricdo, tal como no ensaio RFLP, e a ocorréncia ou ndo de
amplificagéo a partir de seqiiéncias arbitrarias, tal como no ensaio RAPD. Consegue-se,
assim, uma flexibilidade significativa na obtencdo de marcadores polimorficos
(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

H& maior robustez no ensaio com AFLP quando comparado com o ensaio com

RAPD. Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998) isso se deve basicamente ao fato de que
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oligonucleotideos bem mais longos sdo utilizados na etapa de PCR, o que aumenta
significativamente a especificidade da amplificacdo, evitando a competicdo que ocorre
durante a PCR no ensaio RAPD. A técnica AFLP reune, portanto, a vantagem da PCR
especifica com a vantagem de técnica RAPD em se explorar seqiiéncias arbitrarias.

A principal limitacdo dos marcadores AFLP é o baixo conteudo de informagéo
genética por “locus”, pois apenas um alelo ¢ detectado (amplificacdo do fragmento). As
demais variacdes alélicas sdo classificadas conjuntamente como um alelo nulo.
Marcadores AFLP sd3o, portanto, “dominantes”, ¢ tém natureza binaria. Genotipos
heterozigotos ndo podem ser diretamente discriminados dos homozigotos. Outro fator
especifico dessa técnica é a necessidade de DNA gendmico altamente puro (FERREIRA
e GRATTAPAGLIA, 1998; CAIXETA et al., 2006). A eletroforese é realizada em géis
de poliacrilamida nas dimens@es utilizadas para sequenciamento e sua revelacdo ¢ com
nitrato de prata (CAIXETA et al., 2006).

MAJER et al. (1996) foram os primeiros a utilizarem marcadores AFLP em
taxonomia de fungos, estudando variacGes genéticas em espécies de Cladosporium
fulvum e Pyrenopeziza brassicae, patdogenos de plantas. Logo depois, outros fungos
fitopatogénicos, especialmente os do género Fusarium, foram analisados por AFLP
(LEISSNER et al., 1997).

Uma analise taxonémica foi realizada com AFLP por Schmidt et al. (2004)
para solucionar problemas com trés espécies de Fusarium. Os isolados analisados
formaram grupos distintos, indicando claramente serem espécies distintas, F.
langsethiae, F. poae e F. sporotrichioides.

Segundo O’Neill et al. (1997), “fingerprinting” com AFLP facilita a
identificacdo de genes especificos ou de polimorfismos associados com a especificidade
com o hospedeiro, especificidade da raca, viruléncia, e aviruléncia. Os mesmos autores
utilizaram com sucesso a técnica para confirmar a classificacdo taxonémica de dois
isolados patogénicos de Colletotrichum. Esta técnica é atrativa para investigacdo da
diversidade genética entre isolados e espécies de complexos géneros de fungos como o
Colletotrichum.

O uso de uma unica base seletiva com EcoRI combinada com Msel + 3 foi
suficiente para gerar bastante bandas, em analise de AFLP com C. acutatum. Nesse
estudo realizado por James et al. (2003) nove combinagcbes de oligonucleotideos

geraram polimorfismo suficiente para distinguir cada um dos 26 isolados investigados.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL BIOLOGICO E LOCAL DE COLETA

Para o isolamento dos microrganismos endofiticos foram utilizadas folhas de
guaranazeiro, aparentemente sadias. As folhas foram coletadas em guaranazais na
Fazenda Experimental da Universidade Federal do Amazonas/UFAM, Rodovia BR-174,
Km 39, Manaus/AM e na EMBRAPA/Amazonia Ocidental, em sua unidade no
municipio de Maués/AM.

Isolados fitopatogénicos foram obtidos somente da EMBRAPA/Amazbnia
Ocidental, no municipio de Maués/AM. lIsolados endofitos e fitopatdgenos de outras
culturas foram obtidos de Rollinia sp., Strychnos sp., cebolinha-verde (Allium
fistulosum L.) e couve (Brassica oleracea L.), todos préximos a area do Campus
Universitario da UFAM, gentilmente cedidos por pesquisadores do Laboratério de
Produtos Bioativos de Origem Microbiana/LPBOM e Laboratorio de Microbiologia,
ambos da Faculdade de Ciéncias Agrarias/FCA da UFAM; e dois isolados URM4903 e
URMA4905 de cajueiro (Anacardium occidentale L.) variedades precoce e Embrapa C.P.
09, respectivamente, obtidos junto a Micoteca URM da Universidade Federal de
Pernambuco (Tabela 01).

Tabela 01. Quantidade de isolados, hospedeiros, fragmento de isolamento, patogenicidade e
procedéncia de Colletotrichum spp. analisados

Ne° de

isolados Hospedeiro Fragmento Patogenicidade Procedéncia
24 Guaranazeiro Folha Endofitico Fazer&ﬁ:niﬁg;a'&imental
31 Guaranazeiro Folha Endofitico %/I'\gl?ézgpl\?
7 Guaranazeiro Folha Patogénico %A'\gfézgpl\':‘
7 Acaizeiro Fruto Endofitico Camr'i/tljasngl?;yzr'\s}:tério
8 Rollinia sp. Folha Endofitico Camﬁ;ljgngg)’;ﬂtério
2 Strychnos sp. Folha Endofitico Camr'i/tljzngﬂlﬁr'\s}:tério
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1 Cebolinha-verde Folha Patogénico Manaus/AM
1 Couve Folha Patogénico Manaus/AM
2 Cajueiro Folha Patogénico Recife/PE

4.1.1 Amostragem

Foram realizadas coletas nas duas localidades. Para o isolamento foi utilizado
um foliolo de cada planta. E desta, cinco fragmentos foram inoculados em meio de
cultura. Os procedimentos foram realizados no Laboratério de Genética de
Microrganismos/LAGEM do Instituto de Ciéncias Biologicas/ICB da UFAM.

4.2 MEIO DE CULTURA

Foi utilizado o meio de cultura BDA (200 g de batata, 15 g de dextrose e 15 g
de agar — pH 6,8).

4.3 SOLUCOES E TAMPOES

As solucdes e tampOes descritos a seguir foram utilizados nos diversos
procedimentos executados durante o desenvolvimento do trabalho.

4.3.1 Solucdes para extracdo do DNA genémico

4.3.1.1 Solucéo de RNase A

Ribonuclease A ........ccooooieiieiiiec e 100 mg
Agua Milli-Q ...ooveeeeeieeeeceee e 10 mL

A ribonuclease A utilizada foi da USB corp. e concentrada a 10 mg/mL. A

solucéo foi preparada por aquecimento em banho-maria a 100 °C por 10 min e mantida
a—20 °C.
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4.3.1.2 Tampéo de extracdo para DNA (RAEDER e BRODA, 1985)

Tris-HCIIM PH 8,0 e 2 mL
EDTAOSM PH 8,0 ..o 0,5mL
SDS L1090 1uviveeiieieeiieieie e 1mL
NACHIBM .o 0,5mL
HoO destilada ........cooveiiiiiiiiiiicc e 6 mL

O tampéo de extracgdo foi preparado no momento do uso.

4.3.1.3 Solucao Clorofil

Cloroformio .......cccoveveeeieececece e, 240 mL
Alcool iS0AMITICO ....c.vvevvreeeeeeeesee e 10 mL
A solucdo foi mantida a temperatura ambiente.

4.3.1.4 Solucao Clorofane
CIOrofil ..o 50 mL
FENOI ..o 50 mL
A solucdo foi mantida a temperatura ambiente.

4.3.1.5 Solucéo estoque Tris-HCI 1M pH 8,0
TriZMa-Base ......ccccovveiie e 1219
HoO destilada ........coovviiiiiiiiie e 1000 mL

O pH foi ajustado para 8 com HCI. A solucdo foi autoclavada e mantida a 4 °C.

4.3.1.6 Solucédo EDTA 0,5M pH 8,0
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HoO destilada ... 100 mL

O pH foi ajustado para 8 com NaOH. A solucédo foi autoclavada e mantida a 4
°C.

4.3.1.7 Solugdo NaCl 5M

A solucdo foi autoclavada e mantida a 4°C.

4.3.1.8 Solugéo SDS 10%

A solucdo foi autoclavada e mantida a 4°C.
4.3.1.9 Solucédo de brometo de etideo (SAMBROOK et al., 1989)

Brometo de etideo ......cccoevvveeiiciiiiie e 0,01¢g
H-0 destilada

A solucdo foi agitada por cinco horas e estocada a temperatura ambiente. No

momento do uso, 5 pL desta solugdo foram diluidos em 100 mL de TAE 1X.

4.3.1.10 Tampao de corrida TAE 50X

TrZMa-Base ......coeoeiiiiiiiiece 242 g
Acido Acético Glacial ...........cccovvvvveveeirrereieneenen, 57,1 mL
EDTAOSMPH 8,0 v 100 mL
H20 destilada .........coveveveiiiiicic e, 1000 mL
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A solugdo foi autoclavada e mantida a temperatura ambiente. No momento do

uso foram realizadas as diluigdes necessarias.

4.3.1.11 Tampao Tris-EDTA (TE)

Tris-HCI T M pH 8 (10 MM) oo 1,0 mL
EDTAO0S5MPH 8 (1 MM) .o, 0,2mL
Agua Milli-Q ... 98,8 Ml

O Tris-HCI e 0 EDTA foram alicotados das solugdes estoque. O tampé&o foi
autoclavado por 15 min a 121 atm e mantido a temperatura ambiente.

4.3.2 Solugdes para Reacédo de PCR

4.3.2.1 Solugéo de MgCl2 7,5 mM

MGCI2.6H20 .o eesees s eesseseeees 0,15

Foi dissolvido em 80 mL de agua Milli-Q e o volume completado para 100

mL. A solucdo foi autoclavada por 15 min a 121 atm e mantida a — 20 °C.
4.3.2.2 Deoxinucleotideos trifosfatados (AN TPs)

Os dNTPs (ATP, CTP, GTP e TTP) obtidos da Pharmacia foram fornecidos em
uma concentracdo onde cada dNTP estava a 20 mM. Para uso, essa mistura foi diluida
em agua Milli-Q autoclavada, de modo a se obter uma solucdo estoque com a
concentracédo de 2,5 mM e mantida a — 20 °C.

4.3.2.3 Tampéo para Reacdo de PCR

O tampéo da reacdo (500 mM de KCI e 100 mM de Tris-HCI (pH 8,0)) estava
na concentragdo 10X. Para uso na reagédo a concentracao final foi de 1X.

4.3.2.4 Oligonucleotideos iniciadores
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Os oligonucleotideos liofilizados foram adquiridos da Invitrogen Brasil - Life
Technologies. Todos foram diluidos baseados em suas concentragdes em nmoles para
uma concentracdo de 100 pM/uL. A partir da solucdo estoque foram preparadas
aliquotas para uso nas reacdes a uma concentracdo de 2,5 pM/pL com agua Milli-Q.

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificacdo das regies ITS1
e ITS2 e gene 5,8S do rDNA foram (WHITE et al., 1990):

ITS15 -TCC GTA GGT GAA CCT GCG G - 3' (iniciador anverso)
e
ITS4 5 — TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC - 3' (iniciador

reverso).

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificagdo especifica de
regido do rDNA de C. gloeosporioides foram (MILLS et al., 1992):

CglInt 5' — GGC CTC CCG CCT CCG GGC GG - 3' (iniciador
anverso) e
ITS45 —TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC - 3' (iniciador reverso)

4.3.2.5 Enzima Tag DNA-polimerase

A enzima Taq DNA polimerase utilizada foi da Invitrogen Life Technologies,
USA contendo 5 U/uL. A enzima foi mantida a — 20 °C.

4.3.2.6 Tampdo Tris-EDTA-Borato (TEB 10X)

TTIS=DASE v 108,0 g
Acido bOrico (HaBO3) ...vvvveeeeeeeeeeveeieeeesienens 55,0 g
EDTAOSM e 40 mL

Os reagentes foram dissolvidos em 800 mL de agua Milli-Q e o volume
completado para | L. O pH foi ajustado para 8,4. A solugéo foi autoclavada por 15 min a
121 atm e mantida a temperatura ambiente. No momento do uso foi diluida 1:10 (1X)

em agua Milli-Q autoclavada.
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4.3.2.7 Tampé&o de amostra (5X)

Azul de bromofenol ..., 0,059
GHCEIOI .. 20 mL
H20 destilada .......cccoevveveiiiiiecceee e 100 mL

Os reagentes foram homogeneizados em 70 mL de agua destilada e o volume

completado para 100 mL.

4.4 ISOLAMENTO DE FUNGOS ENDOFITICOS

Foram isolados fungos endofiticos de foliolos de plantas de guaranazeiro,
aparentemente sadias, de acordo com a metodologia descrita por Petrini (1986) e Pereira
et al. (1993). As folhas foram lavadas em agua corrente com detergente e posterior
desinfestacdo superficial por meio de imersdo em etanol 70% por um minuto, imerséo
em hipoclorito de sddio (NaOCI) 3% por trés minutos, posterior lavagem com etanol
70% por 30 segundos e por mais trés minutos em agua destilada estéril.

Apbs a desinfestacdo externa, os foliolos foram cortados assepticamente e
cinco fragmentos de 5-7 mm de cada foliolo, em ordem seriada, foram dispostos em
placas de Petri contendo o meio de cultivo BDA, acrescido de cloranfenicol (50
ug/mL). Todas as placas foram incubadas a 18 °C (GUIMARAES, 1998), em auséncia
de luz. Foram plaqueados 100 uL da &gua destilada estéril, em meio BDA e incubado
nas mesmas condic¢des para comprovar a desinfestacéo superficial.

As placas foram observadas diariamente por até 30 dias e, tdo logo os fungos
iniciaram seu crescimento, pequenos fragmentos de micélio foram repicados para tubos
de ensaio, previamente identificados com o nimero da planta, localidade geografica e
localizagéo do fragmento disposto na placa. Os tubos com meio BDA inclinado, foram
incubados a temperatura ambiente. O processo de repicagem dos enddfitos foi
interrompido por ocasido da fusdo de coldnias fangicas impedindo o isolamento

individual.

4.5 ISOLAMENTO DE FUNGOS PATOGENICOS
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Foram utilizados foliolos de guaranazeiro com sintomas de antracnose. Os
foliolos foram lavados em agua corrente e desinfestados em etanol 70% por 30
segundos, hipoclorito de sddio (NaOCI) 2% por um minuto e lavados por trés vezes
consecutivas em agua Milli-Q autoclavada por um minuto cada vez. Cada placa de Petri
utilizada foi inoculada com um foliolo distinto, sendo 20 fragmentos dispostos em meio
BDA e incubados a 18 °C por até 15 dias ou crescimento confluente das coldnias.

4.6 IDENTIFICACAO MORFOLOGICA DOS FUNGOS ISOLADOS

A identificacdo dos isolados, em nivel de género, foi realizada pela analise de
suas estruturas de reproducdo assexual (BARNETT e HUNTER, 1972; SUTTON,
1992). Esta etapa foi realizada no LAGEM/ICB e LPBOM/FCA, ambos da UFAM.

4.6.1 Técnica de coloragdo — Lactofenol

Fragmentos dos fungos foram fixados e corados em lactofenol (ONIONS et al.,
1981), para andlise em microscopio Optico das caracteristicas morfoldgicas das

estruturas reprodutivas.

4.7 GENOTIPAGEM COM MARCADORES MOLECULARES

4.7.1 Extragdo de DNA gendmico

Todas as etapas envolvidas na genotipagem foram executadas nos
LAGEM/ICB, LPBOM/FCA, e de Biotecnologia do Centro de Apoio Multidisciplinar
da UFAM. Foram selecionadas 55 col6nias de endofitos e sete col6nias de patégenos do
género Colletotrichum, isolados de guaranazeiro e mais 21 col6nias de isolados de
outros hospedeiros (17 endofitos e quatro patdgenos) (Tabela 01). A partir dessas
coldnias foram obtidas culturas monospdricas por meio de dilui¢do seriada.

A partir de estruturas reprodutivas dos fungos foi preparada suspensdo de
conidios em tubos de ensaio contendo 2,5 mL de solugdo Tween-80 0,1%. Os tubos
foram submetidos a agitacdo, por um minuto, em agitador Vortex e 1 mL da suspenséao

em Tween-80 foi transferida para tubos de ensaio contendo 9 mL de solugéo salina
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0,9%. A nova suspensdo foi agitada em agitador Vortex. Foram realizadas quatro
diluicGes seriadas (1:10; 1:100; 1:1.000 e 1:10.000).

Foram distribuidos 100 pL, em duplicata, de cada uma das duas ultimas
diluicdes em placas de Petri contendo meio BDA. Apds a germinacdo dos conidios, foi
transferido, de cada placa, um fragmento do meio BDA contendo hifa produzida a partir
da germinacdo de um Unico conidio. O fragmento foi transferido para uma nova placa
de Petri com meio BDA, a qual foi mantida no escuro, a temperatura de 28 °C, pelo
tempo necessario para o crescimento da col6énia.

Ap0s a esporulagéo, pequenos discos com micélio e esporos foram coletados e
transferidos para Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio liquido BD, os quais
foram mantidos de forma estéatica, a temperatura ambiente (26+2 °C), por sete dias, para
crescimento miceliano.

O micélio obtido com esporos foi coletado em papel de filtro esterilizado para
a retirada do excesso de liquido. No processo de extracdo do DNA genémico foram
realizadas as etapas detalhadas a seguir.

Apds a secagem em papel de filtro esterilizado, o micélio foi macerado com
nitrogénio liquido e 150 mg de micélio foi transferido para tubo de microcentrifuga de
1,5 mL contendo 700 pL de tampdo de extracdo. Foi homogeneizado suavemente e
incubado em banho-maria/60 °C por 60 minutos, sendo homogeneizado a cada 15
minutos. Depois foi adicionado igual volume de fenol hidratado e homogeneizado por
cinco minutos manualmente. Centrifugou-se por 15 minutos a 10.000 x g. A parte
aquosa foi recuperada em novo tubo e adicionado o mesmo volume de clorofil,
homogeneizado por cinco minutos manualmente e centrifugado por 15 minutos a 10.000
X g. A parte superior foi recuperada para novo tubo e adicionado 0 mesmo volume de
clorofane, homogeneizado por cinco minutos manualmente e centrifugado por 15
minutos a 10.000 x g. A parte superior foi recuperada para novo tubo e o DNA foi
precipitado com 10% de NaCl 5M e acrescentado dois volumes de etanol 95% (- 20
°C). Deixado para precipitar por uma noite a — 20 °C e depois centrifugado por 15
minutos a 14.000 x g. O precipitado foi lavado por trés vezes com etanol 70% e os tubos
foram colocados invertidos em fluxo laminar para evaporagdo total do etanol. O

precipitado foi ressuspendido com 30 uL do tampéo TE.

4.7.2 Quantificagcdo do DNA
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Para estimar a concentragdo do DNA, foram utilizados 2 pL do DNA
gendmico de cada amostra mais 3 uL de tamp&o de amostra (5X). Esses DNAs foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 0,8% e comparados com High DNA
Ladder (Invitrogen) de concentracdo conhecida. O gel foi corado com 0,5 pg/mL de
brometo de etidio. A leitura da quantificacdo do DNA foi realizada pela intensidade de
fluorescéncia num fotodocumentador de imagem (Biotech Image Master VDS modelo

FTI-500, da Amersham Pharmacia Biotech) com luz ultravioleta.

4.7.3 Amplificacdo de regidao do gene rDNA

A reacdo de amplificacdo para os isolados foi realizada para um volume final
de 25 uL: 1 uL de DNA gendémico (10 ng/uL), 2,5 uL Tampéo de amplificagdo (10X),
3 uL de MgCl, (25 mM), 2,5 uL de dNTPs (2,5 mM), 1 uL do iniciador ITS1 (20 mM),
1 uL do iniciador ITS4 (20 mM), 0,3 uL de Taq DNA polimerase (5 U/uL) e 13,7 uL
de agua Milli-Q. A amplificacdo espécie-especifica para C. gloeosporioides foi
realizada com igual volume, reagentes e concentracbes mudando apenas o par de
oligonucleotideos Cglint e ITS4.

O perfil de amplificagdo para os conjuntos de iniciadores consistiu de uma
etapa inicial de desnaturacdo a 94 °C por dois minutos e 35 ciclos, sendo 94 °C por um
minuto — desnaturacdo, 50 °C por um minuto — anelamento, 72 °C por dois minutos —
extensdo, e uma extensdo final a 72 °C por cinco minutos. A reacgdo foi realizada em
termociclador Perkin-Elmer GeneAmp PCR System 9.600.

Os produtos da amplificacdo foram submetidos a eletroforese horizontal em gel
de agarose 1,0%, por 60 minutos e corados com brometo de etidio (0,5 ug/uL). O DNA
amplificado foi observado em fotodocumentador de imagem (Biotech Image Master
VDS modelo FTI-500, da Amersham Pharmacia Biotech) com luz ultravioleta. Foi
utilizado DNA Ladder de 1 Kb (Invitrogen Life Technologies) como marcador

molecular de pares de bases.

4.7.3.1 Purificagédo do produto amplificado
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A purificacdo do produto amplificado via PCR da regido do rDNA composta
por ITS1-5,8S-1TS2 foi realizada com o Kit GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification (Amersham Biosciences) de acordo com o seguinte protocolo:

Ao produto da amplificacdo por PCR foi adicionado 200 pL da solucdo de
captura, homogeneizado e transferido para a coluna. Foi centrifugado a 13.000 x g por
90 segundos e o liquido no tubo coletor foi descartado.

O DNA aderido a coluna foi lavado com 200 pL do tampédo de lavagem e
centrifugado a 13.000 x g por 90 segundos. O liquido no tubo coletor foi descartado.

A coluna foi transferida para novo microtubo coletor de 1,5 mL e adicionado
30 pL de agua Milli-Q. Foi incubado a temperatura ambiente por cinco minutos. Apos
esse tempo, foi centrifugado a 13.000 x g por 90 segundos. O resultado da purificacdo
foi observado a partir de 3 uL. do DNA amplificado e purificado mais 2 pL do tampé&o
de amostra (5X) em gel de agarose 1,0% e marcador molecular DNA Ladder de 1 Kb
(Invitrogen Life Technologies) para se estimar sua concentragéo e qualidade.

4.7.3.2 Reacdo de sequenciamento da regido 1TS1-5,8S-1TS2

As amostras foram sequenciadas utilizando-se apenas o oligonucleotideo 1TS1,
no sequenciador MegaBace 1000 — DNA analysis System (Amersham Biosciences -
Pharmacia).

O sequenciamento do DNA foi realizado no Laboratério de
Biotecnologia/ CAM/UFAM. A reacdo de sequéncia foi realizada pela técnica de PCR
(sequenciamento ciclico) com volume final de 10 pL para cada amostra (Kit da
Dyenamic - Amersham Biosciences — Pharmacia), com: 3 pL de agua Milli-Q
autoclavada, 2 uL do DNA purificado, 1 pL do oligonucleotideo ITS1 (iniciador
anverso) e 4 uL da solucao de sequenciamento (pré-mix).

O programa utilizado apresentava o seguinte perfil de temperatura: etapa inicial
de desnaturagdo com 95 °C por 25 segundos, e 30 ciclos, sendo 95 °C por 15 segundos
(desnaturacdo), 50 °C por 20 segundos (anelamento) e 60 °C por um minuto (extensao).
A placa de sequenciamento foi colocada no termociclador Mastercycler Gradient da
Eppendorf ag.

4.7.3.3 Precipitacdo do produto da reacdo de sequenciamento da regido 1TS1-5,8S-1TS2
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Ao produto da PCR de sequenciamento foi adicionado 1 pL de acetato de
amonia, mais 40 pL de etanol absoluto e agitado em Vortex por dois minutos. A mistura
foi incubada por 20 minutos a temperatura ambiente e a placa de sequenciamento foi
coberta com papel aluminio para evitar a incidéncia de luz.

Ap0s a incubacgdo, em centrifuga refrigerada 5804R da Eppendorf, a placa foi
centrifugada a 4.000 rpm por 40 minutos. O sobrenadante foi descartado e adicionado
150 pL de etanol 70%, centrifugado a 4.000 rpm por 15 minutos e o sobrenadante
descartado. A placa foi centrifugada invertida a 1.000 rpm por um spin. O DNA foi
ressuspendido em 10 pL de tampé&o. A placa foi vedada e agitada em Vortex por dois

minutos. Foi realizada mais uma centrigufacdo a 1.000 rpm por um spin.

4.7.3.4 Eletroforese de sequenciamento da regido ITS1-5,8S-1TS2

A decodificacdo nucleotidica do fragmento da regido 1TS1-5,8S-1TS2 do
rDNA amplificado foi realizada em sequenciador MegaBace 1000 — DNA analysis
System (Amersham Biosciences - Pharmacia). A eletroforese capilar em gel de
poliacrilamida foi realizada com base na metodologia padrdo do fabricante. Para
condigdes de injecdo: 3 kV por 80 segundos; condi¢des de corrida: 6 kV por 200
minutos; sob uma temperatura de 44 °C. A incorporacdo de cada dideoxinucleotideo
marcado com um croméforo na reacdo de sequenciamento ciclico foi lida no
seqlienciador automatico pela captacdo da fosforilagéo.

As corridas foram analisadas em programas disponiveis no pacote de software
do MegaBace 1000. Os eletroferogramas de cada isolado foram gerados pelo “Sequence
Analyser” e o programa “ScoreCard” gerou informagdes estatisticas de cada seqiiéncia

destacando o nimero de nucleotideos obtidos e a eficiéncia.

4.7.3.5 Edicdo e alinhamento das sequéncias 1TS1-5,8S-1TS2

Ap0s o sequenciamento nucleotidico das amostras, foi realizada a conferéncia
e edicdo visual entre as seqiiéncias por comparagdo com o padrdo apresentado no
cromatograma de cada reacdo. O alinhamento das sequéncias foi realizado com auxilio
do programa ClustalW (BioEdit).

As sequéncias alinhadas e editadas foram confrontadas para consulta no banco

de informacgdes de dominio publico o NCBI [National Center for Biotechnology
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Information (www.ncbi.nlm.nih.gov)] utilizando o programa BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool), com a ferramenta BLASTn (nucleotideo-nucleotideo) para
realizar pesquisas em sequéncias de nucleotideos com bancos de dados de seqliéncias
também de nucleotideos (GIBAS e JAMBECK, 2001).

4.7.3.6 Anélise dos haplétipos

Os haplétipos foram obtidos com auxilio do programa TCS versdao 1.21
(CLEMENT et al., 2000), tendo as sequéncias nucleotidicas alinhadas no formato
Nexus e os “gaps” foram considerados como um quinto caractere.

O programa TCS utiliza a estatistica da parcimbnia pelo algoritmo
desenvolvido por Templeton et al. (1992). As seqiiéncias originais sdo reunidas em
hapl6tipos e uma matriz de distancia € calculada (nimero de diferencas mutacionais)
para todas as comparacdes par a par.

Os loops apresentados na rede de haplo6tipos foram resolvidos utilizando-se
critérios baseados na teoria da coalescéncia (CRANDALL e TEMPLETON, 1993) que
foram resumidos por Pfenninger e Posada (2002) como: a) Critério da frequéncia: a
conec¢do dos hapldtipos na rede é mais provavel com os de maior frequéncia do que
com os raros; b) Critério topoldgico: a coneccdo dos haplotipos na rede é mais provavel
com os haplétipos do interior do que com os da extremidade; c) Critério geografico: a
coneccao dos haplétipos é mais provavel com os hapl6tipos da mesma populacdo ou

regido do que com aqueles de ocorréncia em populacgdes distantes.

4.7.3.7 Anélise da estrutura populacional

A estrutura populacional dos isolados de Colletotrichum/Glomerella das trés
subpopulacdes foi definida como Fazenda, Maués e UFAM para agrupar os isolados de
cada localidade amostrada. Os niveis de diferengca molecular entre as popula¢fes foram
observados utilizando a anélise de variancia molecular (AMOVA) (EXCOFFIER et al.,
1992) e teste de Mantel (MANTEL, 1967) por meio das ferramentas disponiveis no
software Arlequin versdo 3.1 (SCHNEIDER et al., 2006). Nesta analise, a diversidade
genética total analisada em dois niveis hierarquicos, diferenga entre populagdes e entre
isolados dentro da populacgdo. O indice de fixacdo (Fst) considera apenas as diferencas

na freqiiéncia dos haplotipos, entretanto, segundo Wright (1978) para valores de Fst
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significativamente diferentes de zero, quando superiores a 0,05 sdo considerados
indicadores de alta estruturacdo populacional e abaixo, indicam baixa estruturagéo.

4.7.4 Marcador molecular AFLP

A amplificacdo do marcador AFLP usado foi realizada usando o protocolo de
Vos et al. (1995), com modificagdes. A combinacdo das enzimas EcoRI/Msel foi
utilizada na digestdo do DNA gendmico. As reacdes de digestdo foram realizadas
utilizando 200 ng de DNA genémico (10 ng/uL), 5,0 uL do tampao “One Phor All”
10X (Amersham), 0,5 uL de albumina de soro bovino (BSA 100X) (10 pg/uL), 1,0 uL
da enzima Msel (TTAA) (10 U/uL, New England Biolabs) e 0,5 uL da enzima EcoRlI
(GAATTC) (10 U/uL, Gibco) em volume final completado para 50 uL com agua Milli-
Q autoclavada. As reacdes de digestdo foram realizadas a 37 °C por trés horas e
inativadas a 70 °C por 15 minutos (Termociclador Perkin-Elmer GeneAmp PCR System
9.600).

Os adaptadores foram preparados em quantidade suficiente para ligacbes de
120 amostras. Para o preparo do adaptador EcoRlI foi utilizado 4,2 uL (5 pmol/uL) do
adaptador “EcoRI oligo1” (5° — CTC GTA GAC TGC GTA CC - 3’), 3,6 uL (5
pmol/uL) do adaptador “EcoRI oligo2” (5 — AAT TGG TAC GCA GTC TAC -3°), 6
uL do tampdo OPA 10X (Amersham) e 106,2 uL de agua Milli-Q autoclavada. No
preparo do adaptador Msel foram utilizados 64,2 pL (50 pmol/uL) do adaptador “Msel
oligo1” (5> — GAC GAT GAG TCC TGA G - 37), 30,6 uL (50 pmol/uL) do adaptador
“Msel oligo2” (5> — TAC TCA GGA CTC AT - 3’), 7 uL do tampdo OPA 10X
(Amersham) e 18,2 uL de agua Milli-Q autoclavada. O perfil da reacdo para preparo
dos adaptadores foi de 65 °C por 10 minutos, 37 °C por 10 minutos e mais 25 °C por 10
minutos, realizada em termociclador Perkin-Elmer GeneAmp PCR System 9.600,
depois a reacdo foi mantida a— 20 °C.

Os adaptadores foram ligados aos fragmentos de DNA em uma reacdo
contendo 1 uL do tampédo da T4 DNA Ligase, 1 uL dos adaptadores da enzima EcoRlI, 1
uL dos adaptadores da enzima Msel, 1 puL de T4 DNA Ligase (1 U/uL, Invitrogen Life
Technologies), 6 uL de agua Milli-Q autoclavada e 50 pL da reacdo de digestdo descrita

acima. As reacOes de ligagdo foram realizadas a 23 °C durante trés horas em
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termociclador Perkin-Elmer GeneAmp PCR System 9.600. As amostras foram
armazenadas a — 20 °C.

Os fragmentos de DNA foram amplificados em duas reacdes. Na primeira,
denominada de pré-amplificacao, foram utilizados os oligonucleotideos ECoRI + A (5 —
GAC TGC GTACCAATTCA-3")eEcoRI+T (5 -GACTGC GTACCAATTCT
—3’) combinados com Msel + C (5° — GAT GAG TCC TGA GTA AC - 3’), enquanto
na segunda, denominada de amplificacdo seletiva, foram utilizados oligonucleotideos
para ECORI com dois nucleotideos adicionais em seu terminal 3* (ECORI + AG, + AT, +
TA e + TC) em combinagdo com o oligonucleotideo Msel + C. Ambas as rea¢des foram
efetuadas em termociclador Perkin-Elmer GeneAmp PCR System 9.600.

As reacdes de pré-amplificacdo foram compostas por 2,5 uL da amostra de
DNA digerido e ligado aos adaptadores conforme descrito acima, 0,5 upL do
oligonucleotideo da enzima de corte raro (EcoRI + A ou EcoRI + T) (25 ng/uL), 0,5 uL
do oligonucleotideo da enzima de corte freqliente (Msel + C) (25 ng/uL), 0,4 uL de
dNTPs (2,5 mM), 1 uL do tampéo de PCR 10X, 1,2 uL MgCl (25 mM), 0,3 uL de Taq
DNA polimerase (5 U/uL) e 3,6 uL de agua Milli-Q autoclavada. O programa de pre-
amplificacdo foi realizado com o seguinte perfil: 26 ciclos de amplificacdo apds
desnaturacdo inicial a 94 °C por dois minutos. Cada ciclo foi constituido de um minuto
a 94 °C (desnaturagdo), um minuto a 56 °C (anelamento) e um minuto a 72 °C
(extensdo). O ciclo final foi seguido de cinco minutos a 72 °C. A reacdo foi realizada
em termociclador Perkin-Elmer GeneAmp PCR System 9.600. Os produtos da pré-
amplificacdo foram diluidos acrescentando-se 40 uL de agua Milli-Q autoclavada e
mantidas a — 20 °C.

As sequiéncias dos oligonucleotideos utilizados na amplificacdo seletiva foram
(EcoRI + AN e Msel + C). Nas reacdes de amplificacdo foram utilizados 1,5 uL do
produto da pré-amplificacdo diluido, 1 uL do oligonucleotideo (EcoRI + AN) (25
ng/ul), 1,2 uL do oligonucleotideo Msel + C (25 ng/uL), 0,4 uL de dNTP (2,5 mM), 2
puL do tampdo 10X da enzima, 1,2 uL de MgCl, (25 mM), 0,2 uL de Tag DNA
polimerase (5 U/uL) e 12,5 uL de &gua Milli-Q autoclavada. O programa de
amplificacdo seletiva foi de desnaturacéo inicial a 94 °C durante dois minutos, 12 ciclos
compostos de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 65 °C e um minuto a 72 °C seguidos
de 23 ciclos compostos de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 56 °°C e um minuto a 72
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°C. O ciclo final de extensdo foi de dois minutos a 72 °C. A reacédo foi realizada em
termociclador Perkin-Elmer GeneAmp PCR System 9.600 e depois mantidas a — 20 °C.

Apobs a amplificacdo seletiva, as amostras foram submetidas a eletroforese em
gel de poliacrilamida [acrilamida/bisacrilamida (19:1) 6%, uréia 7,5 M, tampdo 1X
TEB] de 0,5 mm de espessura. Foi utilizado o sistema eletroforético "Sequi-Gen GT"
(Biorad) de 38 x 50 cm e pente para 65 amostras.

As amostras foi adicionado 8 pL de tampdo formamida (formamida 98%,
EDTA 10 mM pH 8,0, azul de bromofenol 0,002% (p/v) e xileno cianol 0,002% p/v) e
desnaturadas a 95 °C por cinco minutos em termociclador Perkin-Elmer GeneAmp PCR
System 9.600. O gel foi submetido a uma eletroforese inicial (“pré-corrida™) sob
poténcia constante de 80 W por uma hora, a 50 °C e 3.000 V. Na parte superior da cuba
foi utilizado TEB 1X e, na parte inferior, TEB 1X/acetato de sédio 3 M. Uma vez
aplicadas, as amostras foram submetidas a eletroforese sob as mesmas condicGes da pré-
corrida durante 2h30.

Para revelagdo dos géis foi utilizado o método de coloracdo com nitrato de
prata seguindo o protocolo proposto por Creste et al. (2001).

4.7.4.1 Gel de poliacrilamida 6% em eletroforese vertical

Foi preparada uma matriz de poliacrilamida 6% com volume de 600 mL (uréia
252 g, bis-acrilamida 1,8 g, acrilamida 36 g e TBE 1X 600 mL). Depois foi filtrado em
filtro millipore 0,45 um e mantido em frasco escuro a — 4 °C.

A placa maior (base) foi preparada para impedir a aderéncia do gel de
poliacrilamida (foi limpa duas vezes com etanol 95%, aplicado 1,5 mL de Repel-Silane
ES e ap6s cinco minutos limpo novamente com etanol 95%) e a placa menor preparada
para aderéncia do gel (foi limpa duas vezes com etanol 95%, aplicado solucéo Bind (1
mL de etanol 95%, 5 uL de &cido acético glacial e 5 uL de Bind Silane) e apds cinco
minutos limpo novamente com etanol 95%).

O gel de poliacrilamida foi preparado com 120 mL da matriz de
poliacrilamida, 120 uL de TEMED e 800 uL de APS (persulfato de aménio — 95

mg/mL) e aplicado imediatamente apds colocar o APS, com seringa.

4.7.4.2 Revelacdo com coloracdo em nitrato de prata
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ApoGs a eletroforese vertical o gel foi revelado em metodologia com cinco
etapas principais (CRESTE et al., 2001):

1) A placa menor foi colocada em bandeja contendo a solucéo de fixacdo (1%
de &cido acético glacial, 10% de etanol absoluto e completar com &gua Milli-Q) e ficou
por 10 minutos sob moderada agitacao.

2) O gel foi lavado com agua destilada por um minuto.

3) A placa menor foi exposta a solucdo de pré-tratamento (1,5% de &cido
nitrico e completar com agua Milli-Q) em bandeja por 2,40 minutos sob moderada
agitacdo.

4) O gel foi enxaguado em agua destilada por um minuto.

5) O gel foi impregnado em solucdo com nitrato de prata (0,2% de AgNOs e
completar com agua Milli-Q) por 20 minutos sob moderada agitacéo.

6) O gel foi enxaguado em agua destilada por 30 segundos, duas vezes.

7) O gel foi exposto a solucdo reveladora (30 g/L de carbonato de sddio
(Na2CO3); 0,54 mL/L de formaldeido 37% e completar com &gua Milli-Q — a solugdo
foi preparada no dia de uso e mantida a — 4 °C), sob moderada agitacdo até revelar os
fragmentos amplificados.

8) A revelacdo foi interrompida ao se colocar o gel em solucdo bloqueadora
(5% de acido acético glacial e completar com &gua Milli-Q) por cinco minutos sob
moderada agitacéo.

9) O gel foi lavado com agua destilada por um minuto.

10) A placa menor com o gel foi colocada em temperatura ambiente para secar

e posterior leitura.

4.7.4.3 Andlise de similaridade genética por meio de AFLP

Existem varios métodos que sdo utilizados para analisar a variabilidade
genética em microrganismos. Os métodos fenéticos utilizam distancias métricas e séo
eficientes para resumir informagdes sobre variacdo de freqliéncias génicas entre
populaces, estabelecendo relacBes de similaridade entre tdxons.

A andlise de UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic

Average ou media aritmética entre pares ndao ponderados) é um método fenético com
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modelo de agrupamento hierarquico e a analise da variabilidade genética realiza-se com
0s agrupamentos das linhagens segundo os principios adotados em taxonomia numérica.

Nesse método, arvores sao elaboradas a partir de matrizes de distancia e grupos
de tdxons sdo sucessivamente agrupados conforme o nivel de similaridade propiciando a
elaboracdo de dendrogramas.

Apos a unido do par de tAxons mais semelhante, este passa a ser considerado
um novo taxon e esse processo se repete até a incorporacdo de todos os taxons ao
dendrograma. Para essa analise, foi utilizado o coeficiente de similaridade de Jaccard.

Esse coeficiente desconsidera concordancias negativas e permite calcular
similaridade com base em variaveis binarias (0 (zero) para auséncia e 1 (um) para
presenca de bandas) (SNEATH e SOKAL, 1973).

As similaridades genéticas entre todos os isolados tomados dois a dois foram

calculadas pelo coeficiente de Jaccard:

J (x,y) = a/(n-d)
onde x e y representam isolados, a representa o nimero de fragmentos em comum entre
dois isolados, n 0 nimero total de fragmentos avaliados e d o nimero de fragmentos
ausentes nos dois isolados.

Estes valores foram utilizados para a obtencdo de uma segunda matriz que, por
sua vez, foi submetida a analise de cluster pelo método ndo ponderado de agrupamento
de pares utilizando a média aritmética UPGMA, cujo resultado pode ser visualizado na
forma gréafica de um dendrograma.

Todos os célculos de similaridades e construcdo do dendrograma foram
efetuados com auxilio do programa de computador NTSYS-PC (Numerical Taxonomy
System of Multivariate Programs) (ROHLF, 1998). A consisténcia das ramifica¢fes do
dendrograma foi verificada por meio da técnica de amostragem repetitiva de dados
(“bootstrapping”) (RUSSO et al., 2001).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO MORFOLOGICA DE Colletotrichum

Do plantio de guaranazal da EMBRAPA-Amazonia Ocidental localizado no
Municipio de Maues/AM foram isoladas 38 col6nias, sendo 31 de endofiticos e sete de
patdgenos. Na area da Fazenda Experimental plantada com essa cultura, foram obtidas
24 colbnias somente de endofitos e ndo foi observada planta com sintomas de

antracnose. Alguns isolados foram obtidos de um mesmo foliolo (Tabela 02).

Tabela 02. Fungos endofiticos de guaranazeiro, do
género Colletotrichum, demonstrando os isolados
obtidos a partir de um Unico foliolo

Céd. do isolado * Origem
EGF13? Fazenda Experimental/Manaus
EGF142 Idem
EGF17° Idem
EGF18° Idem
EGF19° Idem
EGF20° Idem
EGM2¢ Maués
EGM3¢ Idem
EGM4¢ Idem
EGM5¢ Idem
EGM6' Idem
EGMTf Idem
EGM9? Idem

EGM10° Idem
EGM11¢Y Idem
EGM12" Idem
EGM13" Idem
EGM14" Idem
EGM15' Idem
EGM16' Idem
EGM30/ Idem
EGM31i Idem

* Para letras iguais significa isolados do mesmo foliolo

Como controle foi introduzido no experimento 21 isolados de Colletotrichum
obtidos de outros hospedeiros sendo que quatro foram patogénicos — um de cebolinha-
verde, um de couve e dois de cajueiro; e 17 endofiticos — oito de Rollinia sp., dois de

Strychnos sp. e sete de acaizeiro.
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Todos os isolados foram previamente identificados como Colletotrichum spp.
pela observacdo em microscépio oOptico, de suas estrutras de reproducdo assexual, e
também por apresentarem caracteristicas macroscopicas como a mucilagem de
coloracgdo laranja protegendo seus conidios (BARNETT e HUNTER, 1972; SUTTON,
1992).

O género Colletotrichum é descrito como agente causal da antracnose em
diversos hospedeiros (FREEMAN et al., 2000; ANDRADE et al., 2007), bem como em
guaranazeiro (BENTES e BARRETO, 2004), entretanto, frequentemente tem sido
observado na condigdo de endofito em hospedeiros tropicais como cacaueiro (ARNOLD
et al., 2003), acaizeiro (MARQUES et al., 2007), e em mandioca (Manihot esculenta
Crantz), imbauba (Cecropia sciadophylla e C. ficifolia) e sucuba (Himatanthus sucuuba
Spruce) (PEREIRA et al., 2007). Em guaranazeiro Guimardes (1998) identificou G.
cingulata como enddfito e Medeiros-Galvdo (1998) em cupuaguzeiro (T. grandiflorum).

Apos a identificacdo morfologica como coldnias de Colletotrichum, todos os
isolados foram armazenados em 6leo mineral, agua destilada e Método de Castellani a
temperatura ambiente e depositados na Micoteca do LAGEM/ICB da UFAM (Figura
02).

Figura 02. Colonias de Colletotrichum armazenadas em dois
métodos: Castellani e Oleo mineral

A expressdo fenotipica dos caracteres morfolégicos analisados para a
identificacdo taxonémica de Colletotrichum sofre variagcbes em funcdo de diversos
fatores, tais como temperatura, nutrientes, pH e luminosidade. Isso ocorre porque o
fendtipo apresentado esta sob a dependéncia do geno6tipo, do ambiente e da interagédo do
gendtipo do microrganismo com o ambiente onde ele estd se desenvolvendo. Foi

observada grande variabilidade morfoldgica entre os isolados identificados (Figura 03).
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N&o existe uma definicdo quanto a caracteristicas morfoldgicas que possam
identificar com precisdo as espécies de Colletotrichum e por isso esse grupo é
considerado muito complexo, porém a espécie de maior frequéncia em hospedeiros

diversos ao redor do mundo € o C. gloeosporioides (MENEZES, 2002).

Figura 03. Fenotipos de colonias monosporicas de
Colletotrichum spp., isoladas de foliolos de Paullinia
cupana var. sorbilis. EGM e EGF sdo isolados endofiticos e
PGM, patogénicos
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Existem vérias metodologias para a identificacdo de C. gloeosporioides. Para
Sutton (1992) eles possuem conidios retos e cilindricos, formados geralmente em
massas de coloracdo salmao, medindo de 12-17 x 3,5-6 um e 0s apressorios podem ser
clavados, ovados, obovados ou lobados, com coloragdo castanha medindo de 6-20 x 4-
12 pm. Enquanto Cannon (2001) descreveu que as colbnias de C. gloeosporioides
apresentam conidios medindo de 9-24 x 3-4,5 um, estreitos, cilindricos, arredondados
nas extremidades e geralmente sem o seu teleomorfo Glomerella. Pernezny et al. (2003)
afirmaram que essa espécie pode ser identificada com conidios hialinos, cilindricos e
medindo 11,1-18,5 x 2,7-5 pm.

Como a identificagdo morfolégica deixa duvida quanto a correta identificacdo
taxonémica, ferramentas moleculares tém sido utilizadas para esse fim. Em especial a
amplificacdo do gene DNA ribossémico vem sendo usada porque possui regides
conservadas e também varidveis. Além disso, esté isenta da interferéncia ambiental na

expressao do fendtipo.

5.2 AMPLIFICACAO DA REGIAO ITS1-5,85-1TS2 do rDNA

Foram utilizados 83 isolados de Colletotrichum para a extragdo do DNA
genémico. A metodologia de extragdo do acido desoxirribonucléico genémico foi a
descrita por Raeder e Broda (1985) realizando trituragdo do material biolégico com
nitrogénio liquido. Esta metodologia foi aplicada ap6s a obtencdo de colbnias de
Colletotrichum purificadas por diluicdo em série, de modo a se obter isolados
monosporicos. O resultado pode ser observado na Figura 04. Todas as amostras foram

diluidas de modo que se atingisse o volume de 10 ng/uL.

Bapell g 238 20 226 2 28 31

LT
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Figura 04. Gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo e
revelado sob luz ultravioleta. Revelagdo do DNA gendmico extraido de
Colletotrichum spp.. M — Marcador de peso molecular Low DNA Mass
Ladder; isolados EGM1, EGM4, EGM8, EGM21, EGM23, EGM25,
EGM26, EGM27, EGM28 e EGM31

A amplificacéo de parte do gene rDNA compreendendo as regides espacadoras
internas transcritas ITS1 e ITS2 junto com a subunidade 5,8S foi realizada utilizando-se
0 par de iniciadores ITS1 como anverso e ITS4 como reverso, apresentando um
fragmento de aproximadamente 560 pares de bases (Figura 05). Os produtos de PCR
correspondentes a amplificacdo foram visualizados a partir de eletroforese em gel de
agarose a 1% corados com brometo de etideo.

23 1 2 3 4 5 S1A1 Bl E1 E2 E4 ES5

- TR p———

Figura 05. Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo e revelado sob luz
ultravioleta mostrando amplificagdo por PCR das regies ITS1-1TS2 e 5,8S do gene
rDNA de isolados de Colletotrichum obtidos em foliolos de Paullinia cupana var.
sorbilis. M — Marcador | Kb Ladder; isolados EGM1, EGM4, EGM8, EGM21,
EGM23, EGF1, EGF2, EGF3, EGF4, EGF5, ESC1, PAM1, PBM1, EEC1, EEC2,
EEC4 e EEC5

5.2.1 Sequenciamento das regifes do gene rDNA amplificadas

Ap0s a purificacdo do produto da PCR, os isolados foram submetidos a reacao
de sequenciamento e decodificados por eletroforese em sequenciador MegaBace1000.
Ao todo foram gerados 83 eletroferogramas, a partir do oligonucleotideo anverso ITS1,
e na média 500 pares de bases foram decodificadas. Todas as amostras foram

submetidas a conferéncia visual e quando necessario, corre¢cdo manual.
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5.2.2 Identificacao taxondmica molecular

Apols a conferéncia visual das seqiéncias amplificadas, uma a uma foram
submetidas a uma busca de sequiéncias depositadas no banco de informacGes de dominio
publico NCBI, pelo programa BLAST utilizando a ferramenta BLASTn.

Foi observada a producdo de alinhamentos significantes representando altos
escores e baixos E-values, e estes indicam uma menor probabilidade destas sequéncias
terem sido obtidas por mero acaso.

Nas coletas realizadas na Fazenda Experimental, localizada no Km 39 da
Rodovia BR-174, foram obtidos e identificados somente isolados endofiticos e entre
esses, um C. boninense, um C. fragariae, 15 C. gloeosporioides, dois G. acutata e cinco
G. cingulata. Na coleta realizada no municipio de Maués/AM foram obtidos e
identificados entre os enddfitos um isolado de G. acutata, um G. cingulata e 29 C.
gloeosporioides e entre os patogénicos foram encontrados um isolado de G. cingulata e
seis C. gloeosporioides (Tabela 03).

Entre os isolados de outros hospedeiros foram identificados um C. capsici - da
couve; C. fragariae — dois do cajueiro, um da cebolinha-verde e quatro do acaizeiro; G.
cingulata — trés do acaizeiro e um de Rollinia sp.; C. gloeosporioides — sete de Rollinia
sp. e dois de Strychnos sp. (Tabela 03).

Tabela 03. Relagdo dos isolados de Colletotrichum, identificados em nivel
de espécie, por comparagdo de seqliéncias das regides ITS1-ITS2 e
subunidades 5,8S do gene rDNA com o banco de informagdes NCBI

Cdd. do Identificacdo por analise molecular Cd4d. NCBI
isolado*
EGF20 Colletotrichum boninense DQ286170
PBM1 Colletotrichum capsici DQ453988
EGF12 Glomerella acutata EU734581
EGF9 Idem Idem
EGM26 Idem Idem
EGF15 Colletotrichum fragariae EU605880
PCR1 Idem Idem
PCR2 Idem Idem
PAM1 Idem Idem
EEC1 Idem FJ172290
EEC2 Idem Idem
EEC3 Idem Idem
EEC6 Idem Idem
EGF2 Glomerella cingulata FJ459944
EGF8 Idem Idem
EGF10 Idem Idem
EGF16 Idem Idem
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EGM20
PGM4
EGF4
EECY
EEC4
EEC5
ERCS8

EGF3
EGF11
EGF13
EGM17
EGF1
EGF5
EGF6
EGF7
EGF14
EGF17
EGF18
EGF19
EGF21
EGF22
EGF23
EGF24
EGM1
EGM4
EGM5
EGMS8
EGM21
EGM23
EGM24
EGM25
EGM27
EGM28
EGM29
EGM30
EGM31
EGM2
EGM3
EGM6
EGM7
EGM9
EGM10
EGM11
EGM12
EGM13
EGM14
EGM15
EGM16
EGM18
EGM19
EGM22
PGM1
PGM2
PGM3
PGM5
PGM6
PGM7
ERC1
ERC2
ERC3

Idem
Idem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem

Colletotrichum gloeosporioides
Idem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
Idem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
Idem

Idem
Idem
FJ200360
ldem
ldem
ldem
ldem

EF025964
Idem
ldem

AY266388

AF488777
ldem
ldem
Idem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
ldem
Idem
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ERC4 Idem Idem

ERC5 Idem Idem
ERC6 Idem Idem
ERC7 Idem Idem
ESC1 Idem Idem
ESC2 Idem Idem
* EGF - isolados endofiticos de guaranazeiro da Fazenda

Experimental/Manaus; EGM - isolados endofiticos de guaranazeiro de
Maués; PGM - isolados patogénicos de guaranazeiro de Maués; EEC —
isolados endofiticos de acaizeiro do Campus/Manaus; ERC - isolados
endofiticos de Rollinia sp. do Campus/Manaus; ESC — isolados endofiticos
de Strychnos sp. do Campus/Manaus; PBM — isolado patogénico de couve de
Manaus; PAM — isolado patogénico de cebolinha-verde de Manaus e PCR —
isolados patogénicos de cajueiro de Recife/PE

O guaranazal visitado para analise na Fazenda Experimental estava em uma
area que ndo recebia tratos culturais. Varias plantas de outras espécies cercavam aquelas
de guaranazeiro. N&o foi observado planta com sintoma de antracnose. O observado
apos a identificacdo foi a colonizacdo do guaranazal por cinco espécies diferentes, quais
sejam: C. boninense, C. fragariae, C. gloeosporioides, G. acutata e G. cingulata.

Mileo et al. (2006) observaram que as leguminosas utilizadas como cobertura
de solo, Calopogonium mucunoides, Crotalaria striata, Mucuna aterrima e Pueraria
phaseoloides podem ser hospedeiras alternativas de C. guaranicola. Podemos inferir
que a ocorréncia de varias espécies de Colletotrichum e Glomerella no guaranazal da
Fazenda Experimental tenha ocorrido pela presenca de outras plantas préximas as de
guaranazeiro, as quais podem ser consideradas hospedeiras alternativas.

De outro modo, o guaranazal de Maués/AM, apresentava tratos culturais onde
uma planta estava distante da outra e ndo foi observada nenhuma planta invasora na
area, entretanto, algumas plantas estavam com sintomas de antracnose. Dos isolados
dessa area entre os fungos endofiticos foram identificados trés espécies, G. acutata, G.
cingulata e C. gloeosporioides, e entre os patdgenos, G. cingulata e C. gloeosporioides.

Os isolados de ocorréncia comum entre as duas areas foram G. acutata, G.
cingulata e C. gloeosporioides. A presenca de C. boninense e C. fragariae no
guaranazal da Fazenda Experimental pode ser atribuida a diversidade de hospedeiros na
area. Dos isolados de um mesmo foliolo somente EGF19 e EGF20 foram identificados
como C. gloeosporioides e C. boninense, respectivamente, os demais foram C.
gloeosporioides.

A diversidade de espécies apesentada em guaranazeiro analisando as duas areas

estudadas pode ser atribuida ao ecossistema local. Uma area apresentava somente
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plantas de guaranazeiro com tratos culturais, o que pode ter restringido a introdugédo de
outras espécies do género Colletotrichum. Os isolados patogénicos apresentaram as
fases anamorfo e teleomorfo, enquanto entre os endofiticos, além de C. gloeosporiodies
e G. cingulata, também foi observado G. acutata.

Entre os enddfitos foi encontrado maior nimero de géneros tais como C.
boninense e C. fragariae observados somente na Fazenda Experimental enquanto C.
gloesporioides, G. cingulata e G. acutata nas duas areas. A ocorréncia do género
Colletotrichum é freqiiente entre a comunidade de endofitos em hospedeiros tropicais
(GUIMARAES, 1998; AZEVEDO et al., 2002; LU et al., 2004; MARQUES et al.,
2007, PEREIRA et al., 2007), geralmente somente a espécie C. gloeosporioides tem
sido observada. Guimardes (1998) registrou a ocorréncia de G. cingulata como
endofitico em guaranazeiros, entretanto, G. acutata foi presente nas populacbes da
Fazenda Experimental/Manaus e em Maués, na condicao de endofitico.

Estudo sobre a comunidade de fungos endofiticos de plantas nativas e
cultivadas de erva-mate (llex paraguariensis A. St.-Hil.) foi realizado por Pimentel et
al. (2006). Foi observado que em plantio nativo ha maior quantidade de endo6fitos em
folhas maduras e jovens comparado com plantio cultivado, 0 mesmo resultado foi
observado para a diversidade de fungos.

Alguns fatores podem ter contribuido para a maior diversidade de
Colletotrichum encontrada na populacdo de endofitos da Fazenda Experimental. Fatores
climaticos pela proximidade de hospedeiros, tais como maior umidade, menor radiagdo
solar sobre as folhas, microclima propicio para o estabelecimento de outras espécies de
Colletotrichum que ndo a responsavel direta pela antracnose do guaranazeiro e
hospedeiros alternativos que podem cambiar outras espécies de endofitos pela sua
proximidade.

Colletotrichum acutatum e C. fragariae frequentemente sdo citados como
patdgenos de morangueiro. Tanaka e Passos (2002) observaram que C. acutatum
evidenciou maior especializacdo patogénica em frutos e inflorescéncias, enquanto C.
fragariae em peciolos e rizomas. Mas, quando em interacdo com as cultivares de
morangueiro, ambos patdgenos apresentaram diferentes graus de patogenicidade
podendo causar sintomas de intensidade semelhante no mesmo 0Orgdo da planta.
Colletotrichum acutatum (teleomorfo G. acutata) também é citado como patdgeno para

outras culturas agricolas como citros (Citrus spp.) (KUPPER et al., 2003), macieira (M.
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pumila var. dulcissima) (LEE et al., 2007) e mamoeiro (Carica papaya) (ANDRADE et
al., 2007).

No Japdo existem as ilhas Bonin, local onde foi observada pela primeira vez a
ocorréncia de C. boninense, causando lesbes em folhas de Crinum asiaticum var.
sinicum L.. Esse fungo também ataca outros hospedeiros como Clivia miniata Regel e
Cymbidium sp., além de distribuir-se ao longo da Costa do Pacifico no Japéo
(MORIWAKI et al., 2003).

Isolados identificados como Colletotrichum que se apresentam causando
doenga em guaranazeiros tem recebido o nome de C. guaranicola. Essa denominagéo
foi conferida apds teste de patogenicidade realizado por Albuquerque (1960). Pesquisas
realizadas nos ultimos anos com esses patdgenos apresentam informac6es morfologicas
divergentes e que se confundem com aquelas citadas na literatura para C.
gloeosporioides. Até o momento, nenhum trabalho de identificacio molecular foi
realizado em Colletotrichum isolados de guaranazeiro.

Para a identificacdo morfologica dos isolados de guaranazeiros, Albuquerque
(1960) ndo observou setas nos acérvulos e nem a fase teleomorfa do fungo. Os conidios
sdo oblongos, hialinos e unicelulares, medindo 12-20 x 4-6 um (ALBUQUERQUE,
1961). Veras et al. (1997) informaram que os acérvulos possuem setas escuras,
pontiagudas, com e sem septos, além dos conidios serem retos, hialinos e unicelulares.
Duarte (1999) descreveu que os acérvulos sdo desprovidos de setas, os conidios
apresentam forma irregular tendendo para cilindrica, medindo 4-8 x 4-6 um. Bentes e
Barreto (2004) observaram conidios hialinos, cilindricos, medindo 10,5-15,5 x 3-4,5
pum, enquanto os acérvulos em meio de cultivo BDA apresentaram setas eram
desprovidos quando presentes no hospedeiro.

Encontramos divergéncias também para C. gloeosporioides. Para Sutton (1992)
eles possuem conidios retos e cilindricos, medindo de 12-17 x 3,5-6 pum. Cannon (2001)
descreveu que as colbnias de C. gloeosporioides apresentam conidios medindo de 9-24
x 3-4,5 um, estreitos, cilindricos, arredondados nas extremidades e geralmente sem o
seu teleomorfo Glomerella. Pernezny et al. (2003) afirmaram que essa espécie pode ser
identificada com conidios hialinos, cilindricos e medindo 11,1-18,5 x 2,7-5 pm.

Os dados da literatura evidenciam a dificuldade para realizar a identificacdo de
Colletotrichum, em nivel de espécie, utilizando-se dados morfoldgicos. Uma alternativa
que pode ser utilizada para complementar essas informacbes € o uso de tecnologia

molecular.
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Ao identificarmos um organismo pela amplificacdo de parte de seu DNA,
estamos abstraindo a possiblidade da interferéncia ambiental nesse fenétipo. O gene
rDNA, por ser ortélogo, é um candidato perfeito para tal analise. Esse gene apresenta
regibes conservadas e variadas. A presente amplificacdo englobou as regides
espacadoras internas transcritas ITS1-ITS2 que se apresentam como variadas e a
subunidade 5,8S que € conservada.

Entre os sete isolados patogénicos analisados, foram identificados seis C.
gloeosporioides e um como a forma teleomorfa desse anamorfo, ou seja, G. cingulata.
Albuquerque (1960) ndo observou o teleomorfo em meio de cultivo, entretanto, no
presente trabalho por analise molecular esse feito foi concretizado. Além disso, fica
patente que C. gloeosporioides é forte candidato a ser o agente etioldgico da antracnose
do guaranazeiro. Nosso proposito futuro é realizar o teste “Postulado de Koch”, pois ¢é
uma metodologia largamente utilizada em trabalhos de fitopatologia para observacéo
dos sintomas apresentados pelo patdgeno, de modo rigoroso e cientifico.

Realizando anéalise molecular com a regido 1TS1-5,8S-1TS2 do gene rDNA foi
possivel para Vinnere et al. (2002) distinguirem as espécies de C. acutatum, C.
gloeosporioides e C. dematium entre isolados identificados na forma classica como C.
gloeosporioides. Os patdgenos citados como agentes da antracnose em soja (Glycine
max (L.) Merr.) sdo C. truncatum e G. glycines. Chen et al. (2006) lancando méo da
amplificacdo de parte do gene rDNA também observaram outros agentes causando essa
doenca, além de C. truncatum, C. gloeosporioides, e pela primeira vez foi identificada
G. cingulata. Lee et al. (2007) conseguiram identificar que C. gloeosporioides e C.
acutatum causam antracnose em macieira (M. pumila var. dulcissima), e Talhinhas et al.
(2005) em Oliveira (Olea europaea subsp. europaea) utilizando a mesma ferramenta
molecular. Existe a possibilidade que outras espécies de Colletotrichum/Glomerella
estejam vinculadas com a antracnose do guaranazeiro, uma vez que G. acutata e G.
fragariae foram identificadas nas populagbes da Fazenda Experimental/Manaus e
Maués (Tabela 03).

Em funcdo das diferencas morfoldgicas apresentadas pelas espécies de
Colletotrichum, concordamos com Veras et al. (1997) que trabalhando com isolados de
guaranazeiro observaram grande variabilidade fenotipica em C. guaranicola quando
variaram o meio de cultivo, sugerindo que as diferencgas apresentadas no tamanho e
forma do conidio, e acrescentamos presenca/auséncia de setas, podem ser explicadas

pela influéncia do ambiente na expressédo desses fenotipos. Além disso, verificamos que
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caracteristicas descritas na literatura para identificacdo de C. guaranicola também o séo
para C. gloeosporioides, sendo este um fungo frequentemente isolado de varios
hospedeiros tropicais citados como agente etiologico da doenga antracnose, bem como
na condicdo de enddfito.

Se esses isolados representassem uma nova espécie, pela ferramenta molecular
ora utilizada, a sua homologia com as sequéncias depositadas no banco de dados NCBI
nédo teriam sido observadas (os valores para C. gloeosporioides e G. cingulata foram 99
e 100%). Essa afirmacdo tem fundamento pela regido utilizada, uma vez que ao todo

foram identificadas seis espécies.
5.2.3 Amplificacdo do rDNA com oligonucleotideo espécie especifico

Foi utilizada a combinagdo de iniciadores Cgint — como anverso, e 1TS4 —
como reverso, destacando que Cglint refere-se a oligonucleotideo especifico para a
espécie C. gloeosporioides (MILLS et al., 1992), de modo que as amostras em analise

seriam amplificadas especificamente.
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Figura 06. Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo e
revelado sob luz ultravioleta, mostrando a amplificacdo de regido do
gene rDNA de isolados de Colletotrichum com iniciadores espécie
especifico CgInt/ITS4 para C. gloeosporioides isolados de Paullinia
cupava var. sorbilis. M — Marcador | Kb Ladder; isolados EGF1,
EGF2, EGF3, EGF4, EGF5, EGF6, EGF7, EGF8, EGF9, EGF10,
EGF11, EGF12, EGF13, EGF20, EGF21, EGF22 e EGF23

Essa combinacao foi eficiente para a maioria dos isolados de Colletotrichum,
ou seja, foi amplificada uma banda de aproximadamente 450 pares de bases (Figura 06).

N&o foi observada amplificacdo para as espécies G. acutata (EGM26, EGF9, EGF12),
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C. boninense (EGF20) e C. capsici (PBM1). Entretanto, somente para um isolado de C.
gloeosporioides (ESC1) e outro de G. cingulata (EGMZ20) n&o ocorreram amplificacdo
do fragmento espécie especifico. Freeman et al. (2000) também observaram
amplificacdo de fragmento com 450 pares de bases e resposta positiva para a
identificacdo de C. gloeosporioides e C. acutatum isolados de frutos de abacate,
améndoa e morango, quando utilizaram os pares de iniciadores espécie especifico
CgInt/ITS4 e Calnt/ITS4.

O par de oligonucleotideos espécie especifico foi eficaz para a amplificacdo
dos isolados de C. gloeosporioides e de seu teleomorfo G. cingulata, considerando-se a
identificacdo taxondmica molecular pela busca euristica no banco NCBI, entretanto,
qguando testado com os isolados de C. fragariae houve amplificacdo para todos.
Andrade et al. (2007) analisando patégenos ao mamoeiro e caracterizando C.
gloeosporioides, observaram incongruéncias nas analises morfoldgicas e moleculares.
Utilizaram as combinagfes Cglint e Calnt com ITS4, iniciadores especificos para C.
gloeosporioides e C. acutatum, respectivamente. Analisando 33 isolados, por dados
morfoldgicos foram identificados 31 como C. gloeosporioides e somente dois como C.
acutatum, pela amplificacdo espécie especifica foi positivo somente para seis isolados
com o par CgInt/ITS4 enquanto quatro isolados para Calnt/ITS4. Os demais isolados
ndo amplificaram com nenhuma das duas combinacdes. Os autores sugeriram o fato a
baixa especificidade dos iniciadores.

Existem trabalhos ja realizados que a amplificacdo com o par CgInt/ITS4 foi
eficiente. Freeman et al. (2000) realizaram a identificagdo molecular de 469 isolados de
Colletotrichum - obtidos de frutos de abacate e de améndoa, e de plantas de morango,
testando as duas combinac6es de iniciadores espécies especificos com todos os isolados,
sendo uma para C. gloeosporioides e outra para C. acutatum. Neste trabalho a
amplificagéo espécie especifica foi eficiente, pois todos os isolados identificados como
C. gloeosporioides amplificaram um fragmento de 450 pares de bases para a
combinacdo CgInt/ITS4, enquanto os C. acutatum 490 pares de bases para a outra
combinacdo Calnt2/ITS4.

O resultado observado no presente trabalho pode ter sido em fungdo de um
evento genético no sitio de anelamento do iniciador, tal como uma recombinagéo,
mutacdo, insercdo ou delecdo de base. Ou ainda poderia ser atribuido a grande

variabilidade genética existente no complexo grupo do Colletotrichum, o que implicaria
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na imprecisdo dos iniciadores espécies especificos serem utilizados genericamente em

isolados de diversos hospedeiros.

5.3 ANALISE DE HAPLOTIPOS

Para a analise com haplotipos foram utilizados dez G. cingulata e 58 C.
gloeosporioides, totalizando 68 isolados. As subpopulacGes ficaram definidas com 19
isolados para a Fazenda Experimental/Manaus, 37 para Maués e 12 para os isolados de
outras plantas hospedeiras (acaizeiro, Rollinia sp. e Strychnos sp.) na é&rea do
Campus/Manaus (Tabelas 04 e 05).

Tabela 04. Relagdo dos isolados correspondentes a cada um dos nove
haplétipos com mais de um representante, encontrados em trés
subpopulagtes de Colletotrichum gloeosporioides/Glomerella cingulata
isolados de guaranazeiro, agaizeiro e Rollinia sp.

Haplétipos Identificacdo do isolado *
EGF5 EGF5 Colletotrichum gloeosporioides
EGF6 Idem

EGF22 Idem
EGM2 Idem
EGM3 Idem
EGM4 Idem
EGM10 Idem
EGM12 Idem
EGM15 Idem
EGM19 Idem
EGM24 Idem
EGM27 Idem
EGM29 Idem

PGM2 Idem
PGM3 Idem
PGM6 Idem
PGM7 Idem
ERC5 Idem
EGF24 EGF24 Idem

EGM16 Idem
EGM21 Idem
EGM23 Idem
EGM30 Idem

PGM1 Idem
ERC1 ldem
ERC3 Idem
ERC4 Idem
EGM1 EGM1 Idem
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EGM7 ldem
EGM25 Idem
EGM28 Idem

ERC6 Idem
EGF17 EGF17 Idem
EGF18 Idem
EGF21 Idem
EGF14 Idem
EGMS8 Idem
EGF3 EGF3 Idem
EGF11 Idem
EGF13 Idem

EGF2 EGF2 Glomerella cingulata
EGF8 Idem
EGF16 Idem
EEC7 EEC7 Idem
ERCS8 Idem
EGM20 EGM20 Idem
PGMA4 Idem
EGF4 EGF4 Idem
EEC5 Idem

* EGF — isolados endofiticos da Fazenda Experimental/Manaus; EGM —
isolados endofiticos de Maués; PGM — isolados patogénicos de Maués;
EEC - isolados endofiticos de acaizeiro; ERC — isolados endofiticos de
Rollinia sp.

A seqliéncia nucleotidica amplificada ITS1-5,8S-ITS2 do gene rDNA
apresentou um total de 439 pares de bases decodificadas para cada individuo, com
inclusdo de espacos para um alinhamento correto. Para a unido dos hapl6tipos em uma
unica rede foi fixado o limite maximo em 5% de diferencas entre as seqliéncias e 0
nimero maximo de conexdes parcimoniosas entre os pares de sequéncias foi de cinco
eventos de mutacao.

A composicdo média das bases nucleotidicas foi de 24,4% para timina, 28,1%
para citosina, 22,4% para adenina e 25,0% para guanina. Somente nove eventos de
mutacao foram observados, sendo uma transversao (T — A) no sitio trés, oito transigoes
— com maior freqiiéncia para G — A, e 11 inser¢des ou delegdes entre as posi¢des de 3

a 466 (Tabela 05).

63



Tabela 05. Sitios polimorficos evidenciando a discriminacdo de 28 hapldticos entre os 68
individuos — dez Glomerella cingulata e 58 Colletotrichum gloeosporioides isolados de
Paullinia cupana de Manaus e Maués, e de Euterpe oleraceae, Rollinia sp. e Strychnos sp. de
Manaus. Foram observadas uma transversdao (T — A), oito transi¢des e 11 inser¢des/delecdes
em fragmento de 479 pares de bases. As regibes monomorficas sdo indicadas por ponto. N
corresponde ao numero de individuos observados dentro de cada haplétipo. P representa a
proporc¢do do haplotipo

Haploétipos Posicao das bases nucleotidicas N P (%)
0 0000 OOOTOTU O 112 2 3 3 4414 4
0 001 1 2 2 3 46 250 4 9 9 166 6
3 7 9 2 8 08 1 2 6 7 7 2 0 49 301 6
EGF5 T CAC- - CTTZ CAAGACGTGA- C 18 247
EGF24 - - G 9 1324
EGF17 - - - G 5 7,36
EGM1 . - - - - 5 7,36
EGF2 LT - - - 3 4,41
EGF3 L - - . - 3 4,41
EGF4 . T - T - 2 2,94
EGM20 . T T - . - 2 2,94
EEC7 N T - 2 2,94
EGF1 N L - 1 1,47
EGF7 - - - . - 1 1,47
EGF19 T - A - G 1 1,47
EGF23 T - - - 1 1,47
EGM5 T - G - 1 1,47
EGM31 - T - 1 1,47
EGM6 T - G 1 1,47
EGM9 . - - G - 1 1,47
EGM11 A T - G 1 1,47
EGM13 T - - 1 1,47
EGM14 - - . - G 1 1,47
EGM17 T - C . - 1 1,47
EGM18 - - . A - 1 1,47
EGM22 - T C .- 1 1,47
PGM5 - - A . - 1 1,47
EEC4 - - T G 1 1,47
ERC7 T T - - G 1 1,47
ESC1 T T . - 1 1,47
ESC2 T T C G - 1 1,47

Entre os 68 isolados analisados de trés amostras populacionais, foram
encontrados 28 hapldtipos. Destes, nove com mais de um representante e 19 com
seqliéncias Unicas (Tabelas 04 e 06). Dois hapldtipos foram os mais freqlientes, EGF5,
representando 26,47% como o mais frequente, sequido do EGF24 com 13,24%, ambos
ficaram distribuidos nas trés populagcdes - compreendendo endofitos e patdgenos,
constituindo-se nos haplotipos de maior distribuicdo geografica com diferenga em

apenas um passo mutacional.
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Tabela 06. Distribuicdo dos 28 haplétipos de Colletotrichum gloeosporioides/Glomerella
cingulata em funcdo do hospedeiro e localidade

Haplotipos Paullinia cupana var. sorbilis Rollinia Euterpe Strychnos  Total
sp. oleraceae sp.

Maués FE * Campus Universitario
Manaus Manaus
I

patogeno enddfito endofito Endofito

EGF5 4 10
EGF24 1 4
EGF17 - 1
EGM1 - 4
EGF2 - -
EGF3 -
EGF4 - -
EGM20 1 1
EEC7 - -
EGF1 - -
EGF7 - -
EGF19 - -
EGF23 -
EGM5S -
EGM31 -
EGM6 -
EGM9 -
EGM11 -
EGM13 -
EGM14 -
EGM17 -
EGM18 -
EGM22 -
PGM5 1
EEC4 - -
ERC7 - - - 1 - -
ESC1 - - - - - 1
ESC2 - - - - - 1
Total 7 30 19 7 3 2

[N
[ee}

o1 ©

R W
1 1

1 1 1

w W o

P RPWOWWr AW
1
N
-

N e el
L
[ T T S T N |
| 1
N
*

P RPRPRPRPRPRPRPREPRRE
1
1
1
1

1
1 1
1
= ]
1 1
SrrrPrRPRrPRrRRRRPRPRRPRRRPREPRRERRRER

* FE — Fazenda Experimental; * Haplotipos de Glomerella cingulata.

O haplétipo ancestral (EGF5) apresentou 18 individuos, sendo trés da Fazenda
Experimental (Manaus), 14 de Maues — dez endofiticos e quatro patogénicos, e um de
Rollinia sp.. O segundo hapldtipo mais freqiiente (EGF24) apresentou nove individuos —
cinco de Maués - um patdgeno e quatro endofitos; um da Fazenda Experimental e trés
de Rollinia sp.. Conforme Templeton et al. (1992) é esperado que hapl6tipos ancestrais
sejam mais freqlentes e mais amplamente distribuidos.

Dois haplotipos distintos apresentaram cinco individuos. O representado pelo
haplotipo EGM1 compreendeu quatro individuos de Maués e um de Rollinia sp.; e 0

EGF17, por quatro da Fazenda Experimental e um de Maués.
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Trés individuos distintos representaram outros dois haplotipos (EGF3 e EGF2).
Cada trinca foi composta somente por individuos da Fazenda Experimental com
destaque para a separacdo entre os isolados de G. cingulata que formaram um haplotipo
distinto (EGF2) daquele com C. gloeosporioides (EGF3). Estes dois haplotipos
endofitos foram os Unicos exclusivos da populacdo da Fazenda Experimental/Manaus.

Foram observados trés haplotipos com dois representantes cada. O haplotipo
EEC7, do acaizeiro foi igual ao individuo ERC8 isolado de Rollinia sp. — ambos G.
cingulata; enquanto o endofito EGM20 apresentou a mesma seqiiéncia nucleotidica do
patégeno PGM4, ambos de Maués e G. cingulata; e EGF4 da Fazenda Experimental foi
idéntico ao enddfito EECS isolado de fruto do agaizeiro, ambos G. cingulata.

Os individuos com sequéncia nucleotidica Unica compreenderam 19
haplotipos. Dentre esses, foram exclusivos de cada local, quatro da Fazenda
Experimental, 11 de Maués, incluindo o patégeno PGM5, um do acaizeiro — G.
cingulata, um de Rollinia sp. e dois de Strychnos sp.. A maioria dos hapl6tipos Gnicos
foi observada na populacdo de Maues, que € uma area cultivada e mantida com tratos
culturais, provavelmente o uso de agrotéxicos para o controle da antracnose, aliado a
introducdo de clones resistentes estejam exercendo pressao de sele¢cdo na populacdo de
Colletotrichum, culminando com a troca de alelos para se manterem vivos. No resultado
observado ndo houve separacdo dos individuos em relacéo as origens geograficas.

A reproducdo que ocorre nas populacdes de Colletotrichum é exclusivamente
somatica e a fase teleomérfica para a maioria das espécies é desconhecida (BEZERRA e
MENEZES, 2007), entretanto, no presente trabalho foi observado albergado em foliolos
de guaranazeiro G. cingulata teleomorfo de C. gloeosporioides, tal fato sugere que a
grande variabilidade observada seja potencializada em funcdo da troca de material

genético, sem esquecer dos eventos de mutacéo.
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Figura 07. Rede de haplétipos da regido ITS1-58S-ITS2 do rDNA de Colletotrichum
gloeosporioides e Glomerella cingulata, isolados de Paullinia cupana var. sorbilis, Rollinia sp.,
Euterpe oleraceae e Strychnos sp.. Nas figuras geométricas estdo agrupados os haplotipos e a
area de cada uma representa a freqiiéncia relativa de cada haplétipo. Os haplétipos sdo
separados por passos mutacionais. Circulos minusculos sem denominagdo representam
haplétipos mutantes hipotéticos ndo amostrados. A rede de haplétipos apresenta conexao entre
os isolados dos varios hospedeiros

A rede de haplétipos demonstrou que ha grande variabilidade genética entre os
individuos das trés populacGes (Figura 07). Da cidade de Maués, foram analisados 37
individuos, sendo sete isolados patogénicos e 30 endofitos. Destes, o enddfito EGM20 e
0 patogeno PGM4 foram identificados por ferramenta molecular como G. cingulata,
ambos representando um haplotipo (Tabela 04). Este fato indica que a fase teleomorfa
do patogeno é G. cingulata. Os demais foram identificados como C. gloeosporioides.
Nessa populacdo foram identificados 16 haplotipos. Entre os patogenos, foram
observados quatro hapl6tipos enquanto os endofitos se distribuiram entre 14. Como
sequéncias unicas foram observados um patégeno PGM5 e dez entre os enddfitos, este
fato sugere grande variabilidade nessa populagédo. Haplétipos recentes tem distribuicéo
mais restrita, pois segundo Templeton et al. (1992) nédo tiveram tempo suficiente para

maior dispersao.
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A populagdo isolada da Fazenda Experimental em Manaus, exclusiva de
endofitos, ficou distribuida em dez haplotipos. Entre os 19 individuos, quatro foram
identificados por ferramenta molecular como G. cingulata e se apresentaram como dois
haplotipos (EGF2, EGF8 e EGF16, EGF4, respectivamente) e os demais como C.
gloeosporioides. Somente quatro individuos apresentaram-se como hapl6tipos Unicos
nessa populacdo. Como essa populagdo existe em um plantio que ndo recebe tratos
culturais e existe a possibilidade de intercdmbio de individuos entre varios hospedeiros,
a grande variabilidade pode ser explicada pela troca de material genético entre os
individuos na fase sexuada.

Os isolados de outros hospedeiros totalizaram 12 individuos distribuidos em
nove haplétipos. Dos sete de Rollinia sp. foram observados cinco haplétipos, onde o
ERCS5 foi semelhante ao ancestral e ERC7 foi seqiiéncia Unica, enquanto ERC1, ERC3 e
ERC4 assemelharam-se ao haplotipo EGF24 e o ERC6 ao haplotipo EGML1. O isolado
ERCS identificado como G. cingulata foi semelhante ao EEC7 do acaizeiro, ambos
representando um haplo6tipo. Os outros dois individuos do acaizeiro, também
identificados como G. cingulata, formaram haplétipos distintos, sendo EEC5 com
EGF4 e como haplétipo Unico EEC4. Os dois individuos de Strychnos sp. (ESC1 e
ESC2) se apresentaram como sequiéncias unicas.

A amplificacdo molecular da regido 1TS1-5,8S-1TS2 do gene rDNA foi
eficiente para identificar taxonomicamente os isolados de C. gloeosporioides e G.
cingulata. Ndo foi observada discrepancia entre as seqiiéncias em andlise daquelas
depositadas no GenBank. Junto as sequiéncias dos isolados de guaranazeiro foram
adicionadas seqliéncias de isolados de outros hospedeiros para a confrontacdo da
possibilidade dos isolados de guaranazeiro ser uma espécie nova de Colletotrichum. Na
analise com hapldétipos foi verificado que as amostras de Colletotrichum isoladas de
varios hospedeiros foram agrupadas em varios haplétipos. Dentre os representantes do
haplotipo ancestral podemos constatar individuos isolados de Maués, da Fazenda
Experimental e do Campus Universitario. Este fato sugere que as populacbes de C.
gloeosporioides constituem-se numa mistura complexa de diversos haplotipos.

Outro fato importante € a conexdo na rede de haplotipos entre os individuos.
Observamos que a partir do haplotipo ancestral somente um passo mutacional o
diferencia dos isolados EEC7, EGM18, PGM5 e EGF24. E entre os mais distantes
encontram-se com trés mutagdes EGF1, com quatro mutacdes ESC2, EGM9 e EGF19, e

com cinco, o isolado ERC7. Os dois hapl6tipos mais frequientes foram compartilhados
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entre as trés populagdes, enquanto o EGF17 foi entre Fazenda Experimental/Manaus e
Maués e o EGM1, Maues e Campus/Manaus. Observamos que ha uma ampla
variabilidade genética, pois cada populacao apresentou varios haplétipos.

Os dez isolados de G. cingulata foram distribuidos em cinco haplétipos, e
somente um foi sequéncia unica (EEC4). Somente um hapl6tipo se apresentou comum
entre individuos de Maués e Fazenda Experimental, o EGF17 (quatro individuos de
Manaus e um de Maués). Trés isolados da Fazenda Experimental formaram o haplétipo
EGF2 e dois de Maués o EGM20, enquanto um isolado da Fazenda Experimental e
outro do acaizeiro representaram um haplétipo distinto. A rede de hapl6tipos néo
demonstrou desconexdo entre as populagdes estudadas, quando isso ocorre significa que
se trata de um unico taxon ou muito préximos (TEMPLETON et al., 1992).

A analise realizada com essa sequéncia nucleotidica foi capaz de demonstrar
diferencas individuais de C. gloeosporioides e G. cingulata, evidenciando variacao intra
e interespecifica. Resultados semelhantes foram observados em trabalhos anteriores.
Basseto  (2006) analisando 146 isolados brasileiros de Thanatephorus
cucumeris/Rhizoctonia solani AG 2, identificou oito haplotipos, o ancestral apresentou
freqUéncia de 31,8%. Kauserud et al. (2004) também observaram diferencas trabalhando
com Panellus stypticus, Pletorus tuberregium e Schizophyllum commune. Bandas
polimorficas apresentadas na sequéncia do DNA ribossomal de C. gloeosporioides, C.
musae, C. fuscum e C. fragariae em isolados de diferentes regides e hospedeiros
evidenciaram cinco grupos, demonstrando a distancia entre as espécies (MUNAUT et
al., 2002).

Estudos filogenéticos em micologia utilizam a seqiiéncia do rDNA porque a
regido ITS evolui mais rapidamente do que outras regides e pode apresentar
variabilidade entre espécies dentro de um género ou entre isolados de uma mesma
espécie (JAMES et al., 2001; CARBONE e KOHN, 2004; GRASSO et al., 2006). Além
disso, possui alta repetibilidade no genoma, o que resulta numa maior sensibilidade
frente aos genes de copia Unica (PERNEEL et al., 2006).

Essa analise molecular ndo separou C. gloeosporioides endofitos de patdgenos.
O ancestral comum (EGF5) e o segundo mais freqiiente (EGF24) compreenderam
enddfitos de Maués bem como patdgenos, e endofitos de Manaus, isolados de foliolos
de guaranazeiro. O hapl6tipo EGM20 de G. cingulata apresentou seqliéncia nucleotidica
idéntica ao PGM4, que foi isolado de foliolo com antracnose, e também identificado

como a forma teleomorfa. Nenhuma sequiéncia de C. gloeosporioides foi agrupada com
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G. cingulata, isso revela que apesar de serem considerados anamorfo e teleomorfo,
apresentam diferencas nessa sequiéncia ortéloga.

A andlise da estrutura genética dada pela variancia molecular (AMOVA)
evidenciou que a maior diversidade genética encontra-se dentro das subpopula¢fes com
90,77% (Tabela 07). Esse valor corrobora a amplitude de haplétipos encontrada nas
subpopulacdes, além da ampla distribuicdo geogréfica e diversidade de hospedeiros.

A diversidade genética observada entre as subpopulacdes foi de 9,23%. Essa
baixa taxa entre as subpopulacGes esta relacionada a frequéncia de compartilhamento
dos hapl6tipos mais freqlientes por todas as localidades.

A alta diversidade genética dentro das populacdes pode ser explicada pela
ocorréncia de meiose, possibilitando a recombinagdo entre esses individuos, além de
capacita-los a se adaptarem a diversas condi¢bes ambientais.

A pouca variacdo apresentada entre as subpopulagdes sugere que a forma de
dispersdo desse fungo pode ser por via aérea, pelo solo ou pela dgua, o que possibilita a
ocorréncia de migracdo a longas distancias. Outro fato € a ocorréncia de Colletotrichum
em diversos hospedeiros tropicais, ampliando o campo de infec¢do desse fungo.

O indice de fixacdo (Fst) foi de 0,0923 com p = 0,00, indicando que houve
pouca influéncia da origem geografica sobre o gen6tipo dos isolados estudados. Por
outro lado, pode-se supor que a baixa variabilidade apresentada entre as subpopulacdes
pode ser pela presenca de um grande nimero de alelos comuns, ou porque os alelos co-
evoluiram independentemente por mutacdo ou eles eram idénticos por descendéncia e
foram distribuidos por fluxo génico.

A variabilidade e a estrutura genética de Metarhizium anisopliae var.
anisopliae isolados em localidades situadas em duas regies do Chile foram
investigadas por meio de RAPD, SSR (Simple Sequences Repeat ou microsatélites) e
regido ITS do gene rDNA. Foi observado nas trés analises que a maior variancia
molecular encontrava-se dentro das populacGes. Os valores de Fst foram baixos
evidenciando pouca variabilidade genética baseada na distribuicdo geogréfica, uma vez
que os isolados ficaram amplamente distribuidos no dendrograma (VELASQUEZ et al.,
2007).
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Tabela 07. Analise da variabilidade genética por meio de variancia
molecular (AMOVA) dentro e entre subpopulacdes e Indice de Fixacdo
(Fst) de Colletotrichum/Glomerella, isolados de Paullinia cupana var.

sorbilis
Fonte de Somados Componente de Variacao total
Variagdo G.L.* quadrados variancia (%)
Entre as
Subpopulagdes 2 1,409 0,02345 9,23
Dentro das
Subpopulacdes 65 14,988 0,23058 90,77
Total 67 16,397 0,25403

indice de Fixacdo Fst  0,0923
*G.L. = Grau de Liberdade

5.4 VARIABILIDADE GENETICA

A andlise da variabilidade genética entre isolados de C. gloeosporioides e G.
cingulata foi observada por marcadores moleculares AFLP pela combinagdo de quatro
pares de oligonucleotideos iniciadores para a amplificacdo dos fragmentos gerados em
funcdo da digestdo do DNA nuclear pelas enzimas de restricdo EcoRI e Msel. O perfil
eletroforético de cada combinagdo pode ser observado na Figura 08. O nimero médio
de fragmentos obtidos por combinacao foi de 133 bandas. O total de fragmentos obtidos
representou 534 bandas, todas polimdrficas, com tamanho variando de 50 a 350 pares
de bases (Tabela 08).

O maior grau de similaridade genética, baseado na matriz de distancia, foi de
32% entre os patdgenos PGM3 e PGMBS, isolados de foliolos de guaranazeiros com
sintomas de antracnose em plantas diferentes, na cidade de Maués, ambos
representantes do haplétipo ancestral, e 0 menor foi de 1% entre os endo6fitos EGM28 e
EGF1, isolados de guaranazeiros assintomaticos, de Maués e da Fazenda
Experimental/Manaus, respectivamente, ambos representando haplotipos diferentes
(EGML1 e EGF1 — este, como copia unica). Nao foi encontrado 100% de semelhanca,
entretanto, os isolados EGM31 e EGF21 n&o apresentaram similaridade; esta
observacao indica a alta variabilidade genética entre os isolados de C. gloeosporioides e
G. cingulata (Matriz de distancia, em anexo).
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Tabela 08. Combinagdo de pares de oligonucleotideos iniciadores
utilizados para a amplificacdo dos fragmentos gerados pelos cortes das
enzimas de restri¢do

Combinacao de oligos Fragmentos lidos Bandas polimérficas

EcoRI+ TC
Msel + C 185 185
EcoRI + TA
Msel + C 133 133
EcoRI + AG
Msel + C 116 116
EcoRI + AT
Msel + C 100 100
Total 534 534
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Figura 08. Perfil eletroforético dos quatro pares de iniciadores testados
para a andlise da variabilidade genética de Colletotrichum
gloeosporioides e Glomerella cingulata por meio da técnica molecular
AFLP. Foram utilizados os iniciadores EcoRI + AT, + AG, + TA, + TC
combinados com Msel + C

O dendrograma gerado a partir da matriz de distancia genética observada com
o coeficiente de Jaccard apresentou trés grupos com 9% de similaridade genética entre
eles (Figura 09). Gonzalez et al. (1998) observaram similaridade de 60% entre isolados
de C. lindemuthianum do México, que formaram dois grupos, com dois subgrupos cada,
destacando a separacdo dos isolados por regido geografica. Enquanto 70% de
similaridade genética foi observada entre dois grupos de Claviceps africana, um
comportou isolados da Australia, india e Jap&o e no outro grupo ficaram isolados dos
Estados Unidos da América, México e Africa, dentro de cada grupo foi encontrada
similaridade variando de 75 a 100% (TOOLEY et al., 2002).
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Figura 09. Variabilidade genética observada em 34 Colletotrichum gloeosporioides e seis
Glomerella cingulata, isolados de Paullinia cupana, Euterpe oleraceae, Rollinia sp. e Strychnos
sp. com marcadores moleculares AFLP gerados por cortes de restrigdo com as enzimas
EcoRI/Msel. Dendrograma gerado no programa NTSYS, utilizando coeficiente Jaccard e
algoritimo UPGMA. Isolados de Glomerella cingulata: EGF8, EGF16, EGM20, PGM4, EEC4
e EEC5

O grupo | compreendeu dez isolados de Maués, sendo quatro patégenos, e
somente trés da Fazenda Experimental/Manaus. Todos 0s representates desse grupo
foram isolados de guaranazeiro com similaridade minima de 10%. Os isolados PGM4
(G. cingulata, patogeno, de Maués) foi similar geneticamente ao EGF5 (C.
gloeosporioides, endéfito, da Fazenda Experimental/Manaus) em 20,1%. O hapl6tipo de

copia Unica EGM9 ficou agrupado com EGM15 hapl6tipo ancestral, a similaridade
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genética entre eles foi de 28,6%, confirmada com valor de bootstrap de 56%. Nesse
grupo, a maior similaridade foi de 32% entre os isolados PGM3 e PGM6 suportado por
valor de 85% de bootstrap, ambos patogénicos (Figura 09).

Cinco subgrupos foram observados no grupo Il, compreendendo isolados das
trés subpopulagdes analisadas. No subgrupo Ila foram relacionados somente endofitos
C. gloeosporioides com similaridade minima de 15%, sendo seis isolados de
guaranazeiros de Maués e um da Fazenda Experimental/Manaus, e o isolado ESC2 de
Strychnos sp. do Campus Universitario/Manaus. Entre os isolados EGF7 (Fazenda) e
ESC2 foi observada similaridade de 21,2%.

O subgrupo Ilb apresentou 12 individuos e maior agrupamento de isolados de
hospedeiros diversos com similaridade minima de 15%. Foram agrupados seis isolados
de guaranazeiro - um patogénico de Maués e cinco endéfitos da Fazenda
Experimental/Manaus; os demais foram endofitos, o isolado ESC1 de Strychnos sp.,
EEC4 e EEC5 do acaizeiro — ambos G. cingulata, e os trés de Rollinia sp. A maior
similaridade nesse subgrupo foi entre os pares de isolados EEC4 e EEC5 e ERC5 e
ERCS6, que foi de 26%. Somente um isolado patogénico se agrupou entre os endofitos
nesse subgrupo, com a menor similaridade (15%), e os endéfitos de guaranazeiro
apresentaram maior similaridade entre si do que com os dos demais hospedeiros. A
similaridade genética entre o subgrupo Ilb e o subgrup lla foi < 14%.

Os subgrupos llc e 11d foram representados por dois isolados cada. O subgrupo
llc apresentou similaridade de 15,2% entre si (EGM14 e EGM29 - isolados de
guaranazeiro de Maués), e < 13% dos subgrupos lla e Ilb. Os isolados EGM30 e EGF21
foram 15,8% similares geneticamente no subgrupo Ild e 12% aos subgrupos lla, Ilb e
llc. Esse subgrupo foi representado por isolados endoéfitos de Maués e da Fazenda
Experimental/Manaus. O mais distante desses subgrupos foi o lle representado pelo
isolado endofito de Maués EGM28 com similaridade de 10%. O grupo 111 foi formado
pelos isolados endofitos da Fazenda Experimental/Manaus EGF8 (G. cingulata) e
EGF11 (C. gloeosporioides) com similaridade de 17,1% com valor de bootstrap de
53%, e suportados em 100% (bootstrap) como o grupo mais distante dentre os
analisados com 9% de similaridade genética, evidenciando que possuem sequéncias
gendmicas bastante divergentes dos demais isolados.

A técnica AFLP foi eficiente para demonstrar a reprodutibilidade da anélise

molecular em Colletotrichum e Glomerella, além da variabilidade inter e intraespecifica
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entre os isolados. Entretanto, os pares de oligonucleotideos amostrados ndo foram
eficientes para correlacionarem os isolados com os hospedeiros e origem geogréfica.

Para analisar a variabilidade genética em isolados de C. perniciosa, isolados de
cacaueiro, Ploetz et al. (2005) testaram 64 combinacgdes de oligonucleotideos para a
técnica AFLP, e selecionaram nove combinagdes, obtendo 498 bandas, das quais, 186
foram polimérficas. Foi realizada analise em 15 hapl6tipos, resultando em coeficiente
de similaridade de 74% e separacdo dos isolados por origem geografica. A estrutura
genética apresentou variacdo de 55% entre e 45% dentro das populacdes. Populagdes do
bidtipo C estdo bem estabelecidas na Bolivia, Brasil, Ecuador e Trinidade.

A gquantidade de combinac@es de oligonucleotideos utilizadas esta diretamente
relacionada a carga genética dos isolados. Garzon et al. (2005) discriminaram nove
espécies de Pythium por marcador AFLP utilizando somente um par de iniciadores
EcoRI+AG/Msel+C, evidenciando o poder dessa ferramenta molecular em fungéo da
geracdo de muitas bandas polimorficas. Isolados de C. gloeosporioides associados a
podriddo peduncular do mamao foram investigados por AFLP. Foi observado que o
isolado C-17 foi o mais dissimilar com 34%, enquanto 0s demais se agruparam com
similaridade média de 84% (PERES et al., 2003).

Os isolados do grupo | sugerem que C. gloeosporioides e G. cingulata podem
colonizar plantas de guaranazeiro independente da area geografica. Tal como a relacédo
observada na analise dos haplétipos entre G. cingulata ser a fase teleomorfa de C.
gloeosporioides infectando plantas de guaranazeiro, na técnica AFLP foram agrupados
os isolados PGM4 — representando a fase teleomorfa e EGF5 - a fase anamorfa.

A grande variabilidade genética relatada em varios trabalhos sobre esse
complexo grupo do Colletotrichum, aqui também foi demonstrada. O’Neill et al. (1997)
utilizaram a técnica AFLP para identificar a espécie de dois isolados de Colletotrichum,
a similaridade genética apresentada variou entre 0,5 a 40%, e foram identificados como
C. trifolii e C. gloeosporioides. Silva-Mann et al. (2005) estudaram a variabilidade em
isolados de C. gossypii que causam antracnose e C. gossypii var. cephalosporioides
agente etioldgico da ramulose em algodoeiro (Gossypium hirsutum L.), e observaram a
separacao desses patdgenos em dois grupos distintos com grau de similaridade de 42%.
Os isolados que causam antracnose apresentaram similaridade de 51,2% enquanto os de
ramulose 80,4%.

Os isolados endofitos de Rollinia sp. apresentaram similaridade de 26,2% entre
ERC5 e ERCS, e de 20% desses com ERC7. Resultado semelhante foi observado entre
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aqueles isolados do acaizeiro (EEC4 e EEC5) que foi de 26,1% - ambos endofitos G.
cingulata. Apesar de n&do ter ocorrido agrupamento evidenciando separacdo por
hospedeiros, o subagrupamento desses isolados sugerem uma relacdo maior entre 0s
isolados do guaranazeiro. Esse fato sugere uma associacdo mais intima entre
endofitos/patdgenos de C. gloeosporioides e G. cingulata com o hospedeiro
guaranazeiro.

Foi observada similaridade mais proxima entre isolados de guaranazeiro e
outro hospedeiro somente entre EGF7 e ESC2 — de Strychnos sp. Vale ressaltar que
ambos hospedeiros distam geograficamente somente em 60 Km.

O guaranazal da Fazenda Experimental/Manaus pode ter sido originado a partir
de plantas adquiridas na cidade de Maues, que fica a 360 Km de Manaus. Alguns desses
fungos analisados podem ter sido introduzidos no plantio dessa maneira. Pelo fato da
ocorréncia em ambas populaces das fases anamorfa e teleomorfa, a variabilidade
genética ocorre pela recombinagdo génica, possibilitando uma rapida adaptacdo a
mudancas nas condi¢fes ambientais (CARLIER et al., 2003).

As duas populacdes de fungos do guaranazeiro apresentaram maior
variabilidade genética dentro do que entre as populacbes. A maioria dos isolados
ficaram agrupados com individuos da mesma populacdo. Fatores como a natureza de
dispersdo do patdgeno e a selecdo imposta por hospedeiros resistentes, também podem
influenciar a variabilidade encontrada nas populacdes de patogenos (NAKYANZI,
2002).

Os microrganismos albergados nas plantas podem desenvolver relagdes intimas
de tal modo que apresentam especificidade por determinado hospedeiro. Nesse sentido
pode ser iniciado um processo de co-evolucdo. Apesar de o género Colletotrichum ser
relatado como de ampla acdo em diversos hospedeiros, um trabalho mais acurado pode
ser realizado para identificar se existe uma relacdo especifica entre C. gloeosporioides e
guaranazeiro, podendo vir a ser classificado como uma variedade, como exemplo C.
gloeosporioides var. guaranicola.

N&o houve relacdo entre similaridade genética e distribuicdo geogréfica,
indicando que pode haver colonizagdo tanto de endofitos como patdgenos em areas
distintas ressaltando um mosaico de gendtipos desse fungo. Com as analises do
UPGMA ficou evidente que esses isolados de origens geogréaficas distintas e de varios

hospedeiros apresentaram alta variabilidade genética. Os isolados EGM24 — de Maués,
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EGF7 — da Fazenda Experimental e ESC2 — da UFAM ficaram no mesmo grupo com
similaridade préxima de 20%.

Uma reavaliacdo taxonémica de C. guaranicola como agente causal da
antracnose do guaranazeiro foi proposta por Bentes e Barreto (2004) considerando
caracteres morfologicos como mensuracdo de conidios e apressorios, aspecto da cultura
do fungo, formacdo de acérvulos e setas. Varios autores descrevem que no grupo
Colletotrichum a delimitacdo de espécies baseada somente em caracteres morfologicos é
questionavel (SUTTON, 1992; FREEMAN et al., 2000; PERES et al., 2003).

Muitos caracteres morfoldgicos podem apresentar-se com varios fenétipos em
funcdo de interagcdes com o ambiente. Uma investigacdo sobre gama de hospedeiros e o
método Postulados de Koch podem auxiliar na resposta de quais isolados podem causar
antracnose ao guaranazeiro bem como se isolados endofitos também possuem essa
capacidade.

O Colletotrichum possui a habilidade de causar infecgéo latente ou quiescente,
ou seja, coloniza o hospedeiro sem apresentar sintomas da doenca (SUTTON, 1992). A
infeccdo latente pode ser caracterizada pela formacdo de apressorios ou hifas
subcuticulares, e o tipo de estrutura latente depende do hospedeiro infectado. Peruch
(1998) citou que em maméo, citros, banana e abacate ocorre na forma de apressorios, e
em manga e amora, a estrutura latente é na forma de hifa.

A partir do conhecimento da variabilidade e estrutura genética de
fitopatdgenos, programas de melhoramento genético de plantas visando a resisténcia a
doengas podem ser mais eficientes. As populacdes de fungos que apresentam grande
variabilidade genética sdo dificeis de controlar, pois eles ttm maior capacidade de
resistir as medidas de controle aplicadas, que podem ser quimica ou pela introducéo de
hospedeiro resistente (CARLIER et al., 2003).
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6 CONCLUSAO

A partir da amplificacdo da regido 1TS1-5,8S-ITS4 do gene rDNA, foram
identificadas as seguintes espécies: Colletotrichum boninense, C. capsici, C. fragariae,

C. gloeosporioides, Glomerella acutata e G. cingulata.

Como patogenos de foliolos de guaranazeiro foram identificados: C.

gloeosporioides e G. cingulata.

Isolados na condicdo de enddfitos, colonizando foliolos de guaranazeiro foram

identificados: C. boninense, C. fragariae, C. gloeosporioides, G. acutata e G. cingulata.

O oligonucleotideo espécie-especifico Cglnt foi eficiente na identificagdo de C.

gloeosporioides e G. cingulata.

Ndo foi observado separacdo entre enddfitos e patdgenos, bem como

correlagdo com hospedeiros ou origem geografica.

Houve maior variacdo genética intra do que interpopulacional.

Houve grande variabilidade genética entre os isolados observados pela técnica

AFLP, entretanto, os quatro pares de oligonucleotideos utilizados ndo foram eficientes

para correlacionarem hospedeiros, comportamento endofito/patogénico e origem

geografica.
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O agente etiologico da doenca antracnose em guaranazeiro é o C.

gloeosporioides e seu telomorfo G. cingulata.
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8 ANEXOS

Matriz de distancia para 40 isolados de Colletotrichum gloeosporioides e Glomerella cingulata* obtida com o programa NTSYS-PC

utilizando o método UPGMA.

Isolado **
EGM4
EGM23
EGM27
EGM28
EGM31
EGM2
EGM9
EGM14
EGM15
EGM18
EGM19
EGM20
EGM5
EGM24
EGM29
EGM30
PGM3
PGM4
PGM5
PGM6
PGM1
EGF1
EGF5
EGF7
EGF8
EGF11
EGF13
EGF16
EGF17
EGF21
EGF14
EGF19
EGF24

1

0,11
0,11
0,07
0,04
0,09
0,23
0,10
0,19
0,18
0,26
0,20
0,08
0,07
0,12
0,10
0,24
0,13
0,08
0,22
0,10
0,08
0,18
0,07
0,06
0,09
0,15
0,09
0,07
0,05
0,07
0,07
0,08

2

0,16
0,05
0,06
0,22
0,13
0,13
0,12
0,17
0,10
0,07
0,17
0,13
0,10
0,11
0,08
0,06
0,13
0,08
0,15
0,08
0,07
0,14
0,10
0,13
0,10
0,12
0,15
0,12
0,09
0,12
0,13

3

0,08

0,1
0,20
0,15
0,11
0,10
0,20
0,11
0,07
0,19
0,18
0,12
0,17
0,09
0,08
0,13
0,11
0,16
0,06
0,12
0,15

0,1
0,11
0,09
0,17
0,14
0,07
0,07
0,10
0,12

4

0,13
0,15
0,08
0,14
0,06
0,07
0,06
0,07
0,12
0,12
0,10
0,07
0,09
0,13
0,06
0,05
0,11
0,01
0,07
0,08
0,07
0,06
0,09
0,08
0,13
0,05
0,11
0,06
0,07

5

0,15
0,06
0,10
0,08

0,1
0,07
0,06
0,21
0,18
0,05
0,10
0,08
0,10
0,09
0,05
0,08
0,06
0,08
0,16
0,14
0,14
0,08
0,07
0,11

0,05
0,11
0,06

6

0,16
0,14
0,11
0,14
0,09
0,11
0,24
0,18
0,12
0,13
0,10
0,10
0,12
0,10
0,14
0,08
0,07
0,15
0,08
0,12
0,07
0,12
0,14
0,08
0,11
0,16
0,14

7

0,16
0,29
0,24
0,28
0,17
0,16
0,09
0,07
0,08
0,24
0,16
0,14

0,2
0,12
0,10
0,15
0,12
0,06
0,08
0,12
0,12
0,09
0,07
0,08
0,05
0,09

8

0,12
0,17
0,13
0,12
0,24
0,12
0,16
0,14
0,10
0,12
0,12
0,11
0,12
0,06
0,11

0,1
0,05
0,11
0,14
0,15
0,09
0,05
0,12
0,12
0,11

9

0,22
0,24
0,19
0,08
0,10
0,06
0,11
0,22
0,15
0,15
0,16
0,16
0,07
0,14
0,16
0,05
0,10
0,12
0,09
0,11
0,04
0,08
0,06
0,09

10

0,23
0,17
0,14
0,12
0,09
0,08
0,21
0,12
0,13
0,17
0,13
0,07
0,14
0,11
0,09
0,14
0,10
0,12
0,07
0,05
0,08
0,12
0,10

11

0,1
0,09
0,06
0,08
0,07
0,27
0,16
0,13
0,21
0,10
0,07
0,19
0,11
0,04
0,10
0,08
0,08
0,06
0,04
0,06
0,08
0,05

12

0,08
0,09
0,06
0,11
0,16
0,17
0,12
0,20
0,13
0,05
0,16
0,08
0,04
0,09
0,11
0,10
0,07
0,05
0,07
0,07
0,10

13

0,25
0,24
0,17
0,07
0,07
0,12
0,09
0,17
0,05
0,07
0,21
0,08
0,16
0,13
0,15
0,18
0,08
0,13
0,16
0,17

14

0,12
0,13
0,05
0,08
0,09
0,09
0,15
0,06
0,09
0,21
0,08
0,09
0,12
0,06
0,18
0,08
0,12
0,15
0,15

15

0,08
0,09
0,09
0,08
0,09
0,14
0,05
0,09
0,13
0,06
0,07
0,07
0,09
0,12
0,03
0,16
0,12
0,12

16

0,05
0,09
0,09
0,08
0,14
0,02
0,12
0,12
0,07
0,13
0,08
0,13
0,11
0,16
0,12
0,20
0,17

17

0,19

0,2
0,32
0,09
0,10
0,18
0,07
0,04
0,08
0,12
0,09
0,08
0,05
0,06
0,10
0,09

18

0,18
0,18
0,08
0,08
0,20
0,10
0,05
0,06
0,08
0,08
0,10
0,04
0,11
0,06
0,06

19

0,18
0,14
0,16
0,14
0,14
0,08
0,10
0,11
0,09
0,08
0,04
0,09
0,10
0,10
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Continuacéo...

N° Isolado ** 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

34 ESC1 0,12 o,15 0,15 0,112 o0,0v 0,13 0,22 008 0,09 0,214 01 0,13 0,15 0,15 0,15 0,18 0,09 0,07 0,10
35 ESC2 0,08 0,16 0,112 0,07 0,12 0,15 0,21 0,112 0,09 0,09 o0,07r 0,10 0,19 0,18 0,09 0,10 0,08 0,08 0,11
36 ERCS 0,11 o,18 0,19 0,05 0,06 0,12 0,20 0,24 0,10 0,12 0,20 0,10 0,18 0,12 0,15 0,22 0,08 0,09 0,12
37 ERCG6 0,10 0,122 0,22 0,12 0,08 0,07 0,22 0,12 0,09 0,09 0,20 0,112 0,13 0,11 0,21 0,24 0,09 0,09 0,13
38 ERCY 0,13 0,15 0,09 0,13 0,08 0,11 0,23 0,09 0,09 0,09 0,09 0,11 0,16 0,24 0,20 0,11 0,10 0,10 0,10
39 EECA4 0,10 0,16 0,14 0,11 0,12 014 0,6 0,12 0,15 0,15 o008 0,15 022 0,19 0,13 0,15 0,12 0,16 0,14
40 EECS5 0,12 0,16 0,16 0,11 0,20 02112 0,17 0,12 0,122 0,14 0,12 0,13 0,14 0,216 0,14 0,24 0,12 0,12 0,13

Continuacao...

N° Isolado ** 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
20 PGM6

21 PGM1 0,10

22 EGF1 0,10 0,09

23 EGF5 0,23 0,09 0,07

24 EGF7 0,08 0,20 0,15 0,09

25 EGF8 0,01 0,06 0,05 0,05 0,10

26 EGF11 0,07 0,12 0,09 0,07 0,16 0,17

27 EGF13 0,11 0,13 0,17 0,10 0,17 0,08 0,13

28 EGF16 0,12 0,14 0,06 0,09 0,16 0,03 0,09 0,14

29 EGF17 0,06 0,14 0,12 0,08 0,22 0,03 0,09 0,14 0,19

30 EGF21 0,05 0,11 0,04 0,07 009 0,03 006 0,06 008 0,13

31 EGF14 0,05 0,09 0,03 0,12 0,20 0,08 0,14 0,09 0,10 0,16 0,12

32 EGF19 0,0 0,15 0,08 0,11 0,23 0,07 0,24 0,09 0,16 0,17 0,17 0,23

33 EGF24 0,11 0,14 0,09 0,10 0,13 0,07 0,13 0,122 0,19 025 0,08 0,18 0,22

34 ESC1 0,11 0,212 0,07 013 0,18 0,08 0,15 0,09 021 0,19 0,27 0,24 0,21 0,23

35 ESC2 0,11 0,14 0,09 009 021 006 013 0,21 015 0,19 0,22 0,22 0,21 0,18 0,16

36 ERCS5 0,11 0,16 0,07 0,112 0,13 0,07 0,20 009 0,15 0,16 0,23 0,27 0,2 0,22 0,23 0,17

37 ERCG6 0,09 0,14 0,03 0,211 0,24 005 0,11 006 0,13 014 0,08 0,15 0,15 0,15 0,23 0,15 0,26

38 ERC7 0,09 0,14 0,07 0,10 0,24 0,06 0,07 o008 0,19 0,16 0,18 0,08 0,18 0,14 0,18 0,15 0,21 0,19

39 EEC4 0,12 0,19 0,10 0,212 0,19 0,08 0,12 0,15 0,22 019 0,09 0,15 0,19 0,20 026 0,19 0,19 0,19 0,21
40 EEC5 0,112 0,20 0,12 0,21 0,17 0,09 0,15 0,15 0,19 0,19 0,15 0,16 0,17 023 024 0,21 0,18 0,15 0,19 0,26

* |solados de G. cingulata: EGM20, PGM4, EGF8, EGF16, EEC4 e EEC5. ** EGM - isolados endofiticos de guaranazeiro (Paullinia
cupana var. sorbilis) de Maués; PGM — isolados patogénicos de guaranazeiro de Maués; EGF — isolados endofiticos de guaranazeiro da



Fazenda Experimental/Manaus; ESC — isolados endofiticos de Strychnos sp. do Campus Universitario/Manaus; ERC - isolados
endofiticos de Rollinia sp. do Campus Universitario/Manaus; EEC — isolados endofiticos de acaizeiro (Euterpe oleraceae) do Campus
Universitario/Manaus.
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