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RESUMO

Este trabalho foi realizado com o propodsito de gerar conhecimentos
sobre a morfologia e biologia do fungo causador da galha floral do cacaueiro e
inferir a posicao filogenética do patdégeno. Foi realizada uma ampla colegdo de
isolados a partir de material vegetal de cacaueiro com e sem sintomas de galha
floral, e de plantas de outras familias, nos estados do Amazonas, Bahia, Espirito
Santo e Minas Gerais. Isolados provenientes do México foram incluidos no
estudo para fins de comparagdo. Os isolados foram submetidos & avaliagdo de
marcadores morfoldgicos, testes de homotalismo para a indugdo da fase sexual
em laboratorio e analise filogenética com sequéncias parciais do gene fator de
elongacdo-la (tefl). Os 49 isolados avaliados apresentaram marcadores
morfologicos caracteristicos de F. decemcellulare. No teste de homotalismo,
cinco isolado produziram peritécios. A ocorréncia e as caracteristicas do
teleomorfo sdo registrados pela primeira vez no Brasil. A analise filogenética
das sequéncias do gene tefl deu indicios de que todos os isolados obtidos no
Brasil pertencem a mesma espécie filogenética.

Palavras-chave: Theobroma cacao. Ascomycota. Albonectria rigidiuscula.



ABSTRACT

The study aimed to generate knowledge about the morphology and
biology of the fungus that causes the cacao flower cushion galls and to infer
about the phylogenetic position of the pathogen. An extensive collection of
isolates was made from cacao plant material with and without symptoms of
flower galls, and plants of the other families in the states of Amazonas, Bahia,
Espirito Santo and Minas Gerais. Isolates from Mexico were included for
comparison. The isolates were evaluated for morphological markers,
homothallism tests for induction of the sexual phase in the laboratory and
molecular phylogenetic analysis with partial sequences of the gene elongation
factor-lo. (tefl). The 49 isolates analyzed showed morphological markers
characteristic of F. decemcellulare. In the homothallism test five isolates
produced perithecia. The occurrence and characteristics of the teleomorph are
reported for the first time in Brazil. Phylogenetic analysis of partial sequences
tefl gave evidence that all of the isolates obtained in Brazil belong to the same
phylogenetic species.

Keywords: Theobroma cacao. Ascomycota. Albonectria rigidiuscula.
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1 INTRODUCAO

Entre as doengas que causam prejuizo na cultura do cacaueiro, a
vassoura-de-bruxa, causada pelo fungo Moniliophthora perniciosa
(Stahel) Aime & Philips-Mora, é considerada a de maior importancia no Brasil.
Porém, existem outras doengas que podem afetar o cacaueiro sem causar danos
econdmicos expressivos, mas podem representar uma ameaca potencial a
cultura, caso sejam disseminadas e encontrem condigdes favoraveis para seu
estabelecimento e desenvolvimento. A galha-floral, causada pelo fungo
Fusarium decemcellulare Brick, é considerada fator limitante para producdo em
alguns paises, mas no Brasil, a relevancia economica da galha-floral para a
cultura do cacaueiro ainda nao foi devidamente avaliada. Existem evidéncias de
que clones de cacaueiro com boas caracteristicas agrondmicas e resisténcia ao
principal patéogeno, M. perniciosa, apresentem suscetibilidade ao patdgeno
responsavel pela galha-floral (OLIVEIRA; LUZ, 2005).

A galha-floral do cacaueiro se caracteriza pelo intumescimento anormal
das almofadas florais, ocupando os sitios de floracdo e frutificagdo que prejudica
a producdo, ja que as inflorescéncias afetadas ndo produzem frutos (PLOETZ,
2006).

F. decemcellulare, teleomorfo Albonectria rigidiuscula (Berk. &
Broome) Rossman & Samuels ¢ um fungo pertencente ao Filo Ascomycota,
Ordem Hypocreales ¢ Familia Nectriaceae. Esse fungo ¢ considerado saprofita e
também agente etioloégico de doencgas em espécies das familias Anacardiaceae,
Annonaceae, Malvaceae, Apocynaceae, entre outras, causando a morte de
ponteiro, cancro, galha, podriddo dos frutos e superbrotamento (ROSSMAN et
al.,, 1999). F. decemcellulare também ocorre como endo6fito em plantas

aparentemente sadias de cacaueiro e de outras espécies vegetais e a provavel
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existéncia de populagdes patogénicas e ndo patogénicas precisa ser melhor
estudada (ROSSMAN et al., 1999; MEIJA et al., 2008).

O presente trabalho foi realizado com o proposito de gerar
conhecimentos sobre a morfologia e biologia do fungo causador da galha floral
do cacaueiro e inferir sobre a sua posicao filogenética. O objetivo geral do
estudo foi caracterizar isolados de F. decemcellulare associados ao cacaueiro,
por meio de analise morfoldgica, biologica e filogenética. Os objetivos
especificos foram: i. coletar material vegetal de cacaueiro ¢ de plantas de outras
familias nos estados do Amazonas, Bahia e Espirito Santo, obter culturas puras
de F. decemcellulare ¢ compor uma colegdo representativa de isolados; ii.
analisar e comparar marcadores morfologicos da espécie F. decemcellulare; iii.
realizar testes de homotalismo e caracterizar o teleomorfo A. rigidiuscula; iv.
inferir as relagdes filogenéticas de isolados de F. decemcellulare, utilizando

sequéncias parciais do gene codificante do fator de elongacao-1a.
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2 ESTADO DA ARTE

2.1 Principais doencas do cacaueiro no Brasil

A podriddo-parda dos frutos ou podriddo de Phytophthora permaneceu
durante anos como a principal doenca do cacaueiro, com estimativas de perdas
de 20 a 30% da producdo anual. Logo depois, com o aparecimento da “vassoura-
de-bruxa” (Moniliophthora perniciosa), a “podriddo-parda” passou para um
segundo plano. As condi¢gdes ambientais da regido cacaueira sao favoraveis a
“vassoura-de-bruxa”, a qual se disseminou rapidamente, atingindo proporgdes
epidémicas, provocando em um curto espaco de tempo sérios problemas
econdmicos e sociais na regido cacaueira da Bahia (OLIVEIRA; LUZ, 2005).

Para conter o avango da vassoura-de-bruxa, o emprego de variedades
resistentes e de alta produtividade tem sido a opgdo adequada. As primeiras
pesquisas de melhoramento do cacaueiro para resisténcia a vassoura-de-bruxa,
em Trinidad e no Equador, na década de 40, foram conduzidas com os clones
SCA 6 ¢ SCA 12 (BARTLEY, 1983).

Os hibridos originados do programa de melhoramento, resistentes a
vassoura-de-bruxa, sdo cada vez mais utilizados e distribuidos pela CEPLAC, no
entanto, alguns desses hibridos mostram-se susceptiveis a galha-floral do

cacaueiro (OLIVEIRA; LUZ, 2005).

2.2 Galha-floral do cacaueiro

A doenga conhecida como galha-floral, galha da almofada floral, ou
“buba floral” existe na maioria dos paises produtores de cacau. Foi relatada pela
primeira vez na Republica da Guiana em 1905. A ocorréncia da doenca foi

posteriormente registrada na Nicaragua, Costa Rica, Colémbia, Papua-Nova
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Guiné e Venezuela (WOOD; LASS, 1985). Na Venezuela foram identificados
plantios com elevada incidéncia e severidade, onde cerca de 90% das plantas
encontravam-se afetadas e com a produgdo praticamente nula (REYES, 1978).
Atualmente a galha-floral esta amplamente distribuida nos paises produtores de
cacau (PLOETZ, 2007). No Brasil, ha registros da galha-floral na regido
Amazonica e no Sul da Bahia (OLIVEIRA; LUZ, 2005).

Os danos causados sdo de dificil avaliagcdo, pois ha variagdo no
comportamento dos materiais genéticos em diferentes regides. Atualmente, a
doenca manifesta-se com maior frequéncia, em fungdo dos novos plantios ¢ da
clonagem de materiais genéticos os quais, embora resistentes a vassoura-de-
bruxa, apresentam alguma susceptibilidade a essa doenca. Esse fato foi
registrado na Costa Rica, onde alguns clones de cacaueiro (UF) mostraram-se
resistentes, enquanto outros apresentaram diferentes niveis de susceptibilidade
(OLIVEIRA; LUZ, 2005).

O principal sintoma ¢é caracterizado por hipertrofias as quais se
manifestam tanto no tronco quanto nos galhos do cacaueiro, conhecidas como
galhas de ponto verde, galha de botdo, galha de disco ou, ainda, galha de leque
(LAWRENCE; CAMPELO; FIGUEIREDO, 1991). O desenvolvimento das
galhas ocorre nas almofadas florais, ocupando os sitios de floragdo e frutificagao
que prejudica a producdo, uma vez que as inflorescéncias afetadas ndo produzem
frutos (PLOETZ, 2006).

As galhas sdo formadas por inimeras gemas que ndo se desenvolvem,
permanecendo compactas, com a aparéncia de couve-flor, ligadas a planta por
um pedunculo curto e lenhoso. O tamanho varia normalmente entre 10 e 15
centimetros de diametro, porém ja foram relatadas galhas com 48 cm de
diametro e pesando trés kg (PLOETZ, 2006).

Os tecidos internos a galha-floral apresentam coloracdo clara e textura

macia, ramificando-se lateralmente a partir do pedinculo central. As galhas
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podem permanecer verdes, durante quatro a cinco meses ¢ depois desse tempo
comegam a secar e adquirir uma coloragdo castanha. As galhas-florais parecem
estar associadas a ativacdo das almofadas florais durante as etapas iniciais de

produgdo (OLIVEIRA; LUZ, 2005).

2.3 Etiologia

A primeira indicagdo de que F. decemcellulare seja o agente causal de
“galhas” em cacau foi relatada nos anos 60 em Gana (BRUNT; WHARTON,
1962). Logo depois, foi feito o primeiro isolamento do fungo de galhas-florais e,
também, a observacdo da ocorréncia de peritécios em cascas apodrecidas de
galhos de cacau, em plantagdes com sintomas da doenga na América Central e
América do Sul (ALEXANDER; COOK, 1965; SNYDER; THOMAS;
WATSON, 1972). Ford, Bourret ¢ Snyder (1967) inocularam isolados de F.
decemcellulare em sementes de cacau e os sintomas de “galhas” apareceram nas
mudas apés 3 meses da inoculagdo, porém os autores ndo completaram
postulados de Koch, pois ndo realizaram o re-isolamento do patdgeno.

De acordo com Ploetz (2006), F. decemcellulare ¢ considerado um
patoégeno pouco agressivo, sendo necessaria ocorréncia prévia de ferimentos
para infecgdo. No patossistema F. decemcellulare — Theobroma cacao o fungo
estd associado com algumas pragas (Distantiella theobromae e¢ Sahlbergella
singularis) e fitopatogenos (Lasiodiplodia theobromae e Phytophthora
palmivora) que podem facilitar a infec¢do do hospedeiro. Esse fungo também
esta relacionado com a seca de ponteiro no cacaueiro, resultado da interacdo
com outros patogenos e pragas (HOLLIDAY, 1980; PLOETZ, 2006). O fungo
foi encontrado em hastes de cacaueiros aparentemente sadios, indicando

comportamento endofitico (MEIJA et al., 2008).
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Fusarium decemcellulare (teleomorfo Albonectria rigidiuscula
(sindbnimo: Calonectria rigidiuscula (B. & Br.) Sacc.) é um fungo presente
principalmente em regides tropicais, podendo ser enddfito ou patogénico a
plantas dicotiledoneas. O género Albonectria pertence a familia Nectriaceae,
com quatro espécies conhecidas: A. rigidiuscula com anamorfo F.
decemcellulare, A. albosuccinea, A. verrucosa e A. albida. Todas essas espécies
possuem anamorfo em Fusarium (GUU; JU; HSIEH, 2007; ROSSMAN et al.,
2001; SUMMERELL et al., 2010).

A. rigidiuscula tem como caracteristicas o ascoma subgloboso, amarelo
ou branco, que nao muda de cor em solugdo de KOH e tem pequenas papilas na
superficie ascomatal. Possui ascos clavados, normalmente com quatro a oito
ascosporos, elipsoides, hialinos, com trés septos e levemente estriados quando
maduros, 22-28 x 7-10 um (ROSSMAN et al., 1999). O anamorfo, F.
decemcellulare, apresenta pigmentacdo rosa apds trés a cinco dias em BDA,
possui micélio aéreo algodonoso onde sdo produzidos microconidios, que
podem ser formados em cadeia ou em falsas cabegas, sdo hialinos, com formato
oval, medindo 10-15 x 3-5 pum. Os macroconidios sdo formados em
esporodoquios de coloracdo amarelada, sdo curvos, cilindricos a fusoides com
uma parede grossa, exceto para a ponta curvada e célula pé. Quando maduros
apresentam de 7-10 septos e medem 55-130 x 6-10 pm (LESLIE;
SUMMERELL, 2006).

2.4 Fusarium decemcellulare em outras plantas

Existem registros da ocorréncia de F. decemcellulare em espécies de

familias botanicas como Anacardiaceae, Annonaceae, Sterculiaceae,

Apocynaceae, Malvaceae em que causam doencas conhecidas como seca de
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ponteiro, cancro, galhas, cancro-do-ramo, ou superbrotamentos (LESLIE;
SUMMERELL, 2006; ROSSMAN et al., 1999).

F. decemcellulare foi relatado, causando galhas em mangueira na
Venezuela (MALAGUTI; REYES, 1964), México (ANGULO; VILLAPUDUA,
1982) e Estados Unidos (PLOETZ; VAZQUEZ; BENSCHER, 1996). No
cerrado, esse fungo foi identificado como o agente causal da cancrose em
fruteira-do-conde (Annona squamosa L.). A cancrose ¢ uma das doengas de
grande importancia para a cultura da pinha no cerrado de Goias, Minas Gerais ¢
Distrito Federal (JUNQUEIRA et al., 2001). No Amazonas, F. decemcellulare é
um dos principais problemas do guaranazeiro causando superbrotamento
(GASPAROTO; PEREIRA; ARAUJO, 2006). No municipio de Icoaraci no
Para, esse fungo esta associado a superbrotamento nas inflorencéncias de limao-
de-caiena (Averrhoa bilimbi L.) (BASTOS; SANTOS, 2001). Existem relatos de
F. decemcellulare, causando cancrose em Cateniformis cedrelinga no Equador.
Essa leguminosa ocorre naturalmente nas regides amazonicas do Equador, Peru
e Colombia (LOMBARD et al., 2008).

Na Guiana, o patogeno foi transmitido para Mangifera indica (manga) e
Cajanus sp.(guandu), utilizando-se indculo proveniente de cacau (THOROLD,
1975). Em sementes de Cucumis melo L. (meldo) e Helianthus annus (girassol),
inoculadas com suspensdes de esporos de um isolado de A. rigidiuscula
proveniente de cacau, foi possivel a reprodugdo e o desenvolvimento de alguns
sintomas da doengca (HANSEN, 1966). Da mesma forma, foi observada a
formagdo de pequenas galhas em Vigna unguiculata (feijao-fradinho) inoculadas
com isolados do cacau, porém as galhas s6 foram formadas em plantas

inoculadas nos brotos (BRUNT; WARTON, 1962).
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2.5 Comportamento sexual de F. decemcellulare

Em cacaueiro, existem registros de isolados homotalicos e heterotalicos,
porém apenas os heterotalicos foram considerados como responsaveis pela
formacdo da galha-floral (REICHLE; SNYDER, 1964). Isolados obtidos de
peritécios, formados em frutos apodrecidos de cacaueiro, mostraram-se
homotalicos e ndo patogénicos (LAWRENCE; CAMPELO; FIGUEIREDO,
1991; PLOETZ, 2006). Porém, outros autores descrevem esse fungo apenas
como homotalico (LESLIE; SUMMERELL, 2006).

Ford, Bourret e Snyder (1967) observaram que isolados homotalicos
apresentam quatro ascOsporos em seus ascos ¢ ndo sdo patogénicos enquanto
que isolados heterotalicos apresentam de quatro a oito ascosoporos e sao
patogénicos. Isolados de F. decemcellulare, provenientes da Africa e das
Américas, mostraram-se sexualmente compativeis, evidenciando que pertencem
a mesma espécie biologica. Esses isolados causaram sintomas de galha-floral no

cacaueiro (PLOETZ, 2007).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencdo dos isolados

3.1.1 Coleta do material vegetal e isolamento

Coletas foram feitas em regides produtoras de cacau dos estados do

Amazonas, Bahia e Espirito Santo.

O isolamento do fungo foi realizado a partir de desinfestagao superficial
(etanol 70%, hipoclorito 2,5%) dos tecidos vegetais do cacaueiro (SCHULZ;
BOYLE, 2005). As culturas com morfologia tipica de F. decemcellulare foram
transferidas para placas de Petri, contendo meio SNA e a partir dessas foram
obtidas culturas monospdricas. As culturas foram preservadas em agua destilada
esterilizada e armazenadas a 10°C, no escuro (CASTELLANIL 1939) e por
criopreservagao, a partir de suspensdes de esporos em 15% glicerol, mantidas a
-80°C (SMITH; ONIONS, 1994), na Cole¢ao Micologica de Lavras (CML),
Laboratorio de Sistematica ¢ FEcologia de Fungos, Departamento de

Fitopatologia, Universidade Federal de Lavras (UFLA).

3.2 Caracterizacdo morfologica dos isolados

Foi realizada a caracterizagdo morfologica de 49 isolados. A
caracterizacdo foi realizada a partir de culturas monospoéricas segundo Leslie e
Summerell (2006). Os isolados foram transferidos e crescidos em placas de
Petri, contendo meio de Batata Dextrose Agar (BDA) e incubados a 20°C, sob
fotoperiodo de 12 horas com luz branca fluorescente, para observacdo da taxa de

crescimento e morfologia das colonias. A pigmentagdo foi observada em tubos
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de ensaio com o mesmo meio ¢ sob as mesmas condigdes anteriores. As
caracteristicas micromorfologicas foram avaliadas em Synthetic Nutrient-poor
Agar (SNA) a 20° C, sob fotoperiodo de 12 horas com luz branca fluorescente,
em um periodo de 10 a 14 dias de incubacdo. Analisaram-se o tamanho, o
formato e a septacdo dos conidios, a produ¢do de microconidios em longas
cadeias ¢ falsas cabegas e a producdo de macroconidios em esporodoquio, bem

como a presenca das monofialides, com auxilio de microscépio dptico.

3.3 Teste de Homotalismo

Para realizagdo do teste de homotalismo, micélio de culturas
monosporicas dos 49 isolados foi transferido para placas com SNA e incubados
até o aparecimento dos peritécios, nas seguintes condigdes: temperatura
ambiente (".25°C) e totalmente no escuro, temperatura ambiente (25°C) e
fotoperiodo de 12 horas e sob temperatura de 20°C e fotoperiodo de 12 horas.
Apods sete dias de incubag@o as culturas foram avaliadas diariamente para
observar a presenca de peritécios (Ford, Bourret e Snyder (1967). Alguns
isolados foram submetidos ao estresse com cortes realizados com estiletes nas
culturas. Em todos os testes o periodo maximo de incubacdo foi de 45 dias.
Foram realizadas duas repeticdes desse experimento para confirmacdo dos

resultados.

3.4 Extracdo de DNA

A extragdo de DNA foi realizada pelo protocolo de Leslie ¢ Summerell
(2006), adaptado pelo Laboratério de Sistemdtica e Ecologia de Fungos da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), utilizando o tampao CTAB. O fungos

foram cultivados em meio liquido, a base de extrato de malte 2%, por trés dias,
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em temperatura ambiente ¢ sob agitacdo de 100 rpm. O micélio foi filtrado,
macerado em nitrogénio liquido, transferido para microtubos de 1,5 mL,
contendo tampao CTAB 2% e mantido em banho-maria, a 65°C, por 20 minutos.
Foram adicionados 600 pL de cloroformio e alcool isoamilico (24:1) a mistura,
que foi centrifugada. A fase aquosa foi recuperada e a ela foram adicionados 400
uL de isopropanol gelado. A mistura permaneceu no freezer por 20 minutos e
foi centrifugada. O sobrenadante foi descartado e ao precipitado “pellet” foram
adicionados 500 pL de etanol 70%. A suspensdo foi centrifugada e o etanol
sobrenadante descartado. O “pellet” foi seco em estufa a 60°C ¢ o DNA

ressuspendido em solugdo tampao TE 1x.

3.5 Sequenciamento e andlise filogenética

Foram utilizados 47 isolados de F. decemcellulare, oriundos do
cacaueiro e outros hospedeiros com base em diferentes regides de coleta (Tabela
1), para o sequenciamento do fragmento do gene tefl (O’DONNELL;
CIGELNIK; NIRENBERG, 1998; ZHAO; LUO; ZHUANG, 2010). Na analise
foram utilizadas nove sequéncias do gene tefl como referéncia. Essas sequéncias

foram adquiridas a partir do GenBank (Tabela 2).



Tabela 1 Isolados de Fusarium decemcellulare
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CML gé%ti;% Hospedeiro Origem
CML 2237 ES 07 Cacaueiro — c¢/sintomas Uruguca, BA
CML 2238 ES 09 Cacaueiro — ¢/sintomas Uruguca, BA
CML 2057 ES14 Cacaueiro — c¢/sintomas Ilhéus, BA
CML 2239 ES 15 Cacaueiro — ¢/sintomas Ilhéus, BA
CML 2240 ES 16 Cacaueiro — ¢/sintomas Ilhéus, BA
CML 2056 ES 17 Cacaueiro — ¢/sintomas Uruguca, BA
CML 2241* ES 19 Cacaueiro — c¢/sintomas Uruguca, BA
CML 2242 ES 20 Cacaueiro — s/sintomas Ilhéus, BA
CML 2243 ES 22 Cacaueiro — s/sintomas Ilhéus, BA
CML 2244 ES 24 Cacaueiro — s/sintomas Ilhéus, BA
CML 2247 ES 35 Cacaueiro — ¢/sintomas Sto. Amaro, BA
CML 2248 ES 39 Cacaueiro — s/sintomas Sto. Amaro, BA
CML 2251 ES 43 Cacaueiro — s/sintomas Brasil, AM
CML 2252 ES 44 Cacaueiro — ¢/sintomas Linhares, ES
CML 2253 ES 45 Cacaueiro — s/sintomas Brasil, AM
CML 2254 ES 46 Cacaueiro — s/sintomas Brasil, AM
CML 2255 ES 47 Cacaueiro — s/sintomas Brasil, AM
CML 2256 ES 48 Cacaueiro — ¢/sintomas Linhares, ES
CML 2257 ES 49 Cacaueiro — s/sintomas Brasil, AM
CML 2258 ES 52 Cacaueiro — ¢/sintomas Linhares, ES
CML 2259 ES 54 Cacaueiro — ¢/sintomas Linhares, ES
CML 2260 ES 56 Cacaueiro — s/sintomas Brasil, AM
CML 2261 ES 57 Cacaueiro — ¢/sintomas Linhares, ES
CML 2262 ES 51 Cacaueiro — ¢/sintomas Linhares, ES
CML 2263 ES 50 Cacaueiro — ¢/sintomas Linhares, ES
CML 2264 ES 21 Cacaueiro — s/sintomas Uruguca, BA
CML 2265 ES 03 Cacaueiro — ¢/sintomas Ilhéus, BA
CML 2277 ES 53 Cacaueiro — ¢/sintomas Linhares, ES
CML 2278 ES 60 Cacaueiro — c¢/sintomas Linhares, ES
CML 2279 ES 55 Cacaueiro — ¢/sintomas Linhares, ES
CML 2280 ES 58 Cacaueiro — ¢/sintomas Linhares, ES
CML 1694 Cacaueiro Ilhéus, BA
CML 2266 COL 92  Mangueira Mexico
CML 2267 COL 09  Mangueira Meéxico
CML 2268 COL 14 Mangueira México
CML 2269 COL 26  Mangueira México
CML 2270 COL 44  Mangueira Meéxico
CML 2271 COL 91 Mangueira México
CML 2272 COL 01 Mangueira México
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Tabela 1, continuagdo

CML gé%ti;% Hospedeiro Origem
CML 2273 COL 12  Mangueira Meéxico
CML 2274 COL 19  Mangueira México
CML 2275 COL 28 Mangueira México
CML 2276 COL 51 Mangueira Meéxico
CML 2245 ES 32 Espatddea — c/sintomas Lavras, MG
CML 2246 ES 33 Espatodea — c/sintomas Lavras, MG
CML 2249 ES 40 Pimenta-do-reino Brasil, BA
CML 2250° ES 41 Pimenta-do-reino Brasil, BA
CML 800* KSU11411 - Marrocos
CML 38" CCT4048  Solo da Amazonia Capitdo Pogo, PA

®Isolados homotalicos. Abreviagdes: CML = Colegdo micoldgica de Lavras; COL =
Colima, estado da coleta; ES = Erica Sfalsin, codigo pessoal do coletor; KSU = Kansas
State University; CCT = Coleggo de Culturas Tropical

Tabela 2 Sequéncias de referéncia utilizadas na andlise filogenética

ACesso
Espécie 4Cadigo de acesso Local GenBank
btefl
Fusarium
decemcellulare ‘HMAS 183508 China HMO054059
(depositado como
A.rigidiuscula)
‘HMAS 183518 China HMO054060
‘HMAS 183135 China HMO054061
‘HMAS 183509 China HMO054062
dCMW 18783 EU849670
dCMW 18785 EUB49671
Haematonectria ‘HMAS 91771 China HMO054071
haematococca
Fusarium ‘FRC S-1832 Sri Lanka DQ247510
haematococcum

*Abreviagdes das colegdes de culturas: HMAS: Herbarium of Mycology, Institute of
Microbiology, Chinese Academy of Sciences, Beijing, China, NRRL: National Centre
for Agricultural Utilization Research, Peoria, IL, USA. CMW: Colegdo micoldgica de
Mike Wingfield. FRC: Fusarium Research Center at Pennsylvania State University,
Pennsylvania. °Sequéncias do gene tefl obtidas do GenBank, NCBI. ¢ Zhao, Luo e
Zhuang (2010) ¢ Lombard et al. (2008) ¢ Nalim et al. (2011)



22

Para amplificacdo e sequenciamento do fragmento do gene tefl. foram
utilizados os primers Ef-1 (forward; 5’-ATGGGTAAGGAGGACAAGAC-3’) ¢
Ef-2 (reverse; 5-GGAAGTACCAGTGATCATGTT-3’). As reagdes de PCR
foram realizadas no termociclador My Cycler ™ (BIO-RAD). As condi¢des das
reagdes de PCR foram as seguintes: (1) desnaturagdo, a 94°C, por 1 minuto; (2)
seguido por 34 ciclos de desnaturagdo, a 94°C, por 30 segundos; (3) anelamento,
a 62°C, por 45 segundos; (4) extensdo, a 72°C, por 1 minuto e (6) extensdo final,
a 72°C, por 5 minutos (O’DONNELL; CIGELNIK; NIRENBERG, 1998).

O produto amplificado pela PCR foi purificado com o kit GenElute PCR
Clean-up Kit (Sigma-Aldrich) e os fragmentos visualizados em transiluminador
apos eletroforese em gel de agarose 1% corado com GelRed (Biotium®™).

O sequenciamento dos fragmentos génicos foi realizado em
sequenciador automatico MEGA BACE®, no Laboratério de Gendomica da
Universidade Federal de Vigosa (UFV), nas dire¢des senso e antissenso. No
programa SeqAssem (HEPPERLE, 2004), os eletroferogramas do material
sequenciado foram analisados visualmente e editados. As sequéncias geradas
foram comparadas com o banco de dados GenBank do National Center for
Biotechnological Information (NCBI), utilizando o programa Basic Local
Alignment  Search  Tool (BLAST) (NATIONAL CENTER FOR
BIOTECHNOLOGY INFORMATION - NCBI, 2012). Sequéncias de referéncia
correspondentes ao tefl, da espécie F. decemcellulare, previamente depositadas
no GenBank, também foram acrescentadas as analises. As espécies
Haematonectria haematococca e Fusarium haematococcum foram usadas como
outgroup (Tabela 2). Alinhamentos multiplos das sequéncias nucleotidicas
foram gerados, utilizando-se a ferramenta CLUSTALW (THOMPSON et al.,
1994), implementado pelo programa MEGA 5. Os alinhamentos foram

corrigidos manualmente. A andlise filogenética foi realizada pelo método de
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neighborJoining utilizando o programa Mega 5 (KUMAR; TAMURA; NEI,
2004).



24

4 RESULTADOS

4.1 Obtencdo dos isolados

4.1.1 Coleta do material vegetal e isolamento

As coletas foram realizadas em plantagdes de cacau dos estados do AM,
BA ¢ ES. Na BA e no ES foi observada grande incidéncia da doenga nas areas
com os clones TSH1188 e CCN51, onde cerca de 85% das plantas encontravam-
se afetadas pela galha-floral. No estado do AM nao foram observadas galhas-
florais, porém foi possivel obter isolados de F. decemcellulare de tecidos
aparentemente sadios.

Os sintomas observados foram hipertrofias nas almofadas florais,
formando as galhas-florais (Figura 1G) que, depois de alguns meses, adquirem
uma coloracgdo castanha escura e apodrecem ainda na planta. Durante a coleta
ndo foram observados peritécios do teleomorfo A. rigidiuscula nas galhas-florais
nem na casca dos troncos de cacaueiro.

Neste estudo foram utilizados 49 isolados de Fusarium decemcellulare.
Destes, 32 estavam associados ao cacaueiro, provenientes dos estados da Bahia,
Espirito Santo ¢ Amazonas, dois associados a pimenta do reino, dois da
espatddea (Minas Gerais), um proveniente do Para, 11 da mangueira, oriundos
do México, Colima (MXCOL) cedidos pela Fungal Collection, Plant Pathology
Laboratory, Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo e o isolado de
referéncia KSUI11411 cedido por Dr. John Leslie (Kansas State University)
(Tabela 1).
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Figura 1

Caracteres morfologicos - (A-B) peritécio; (C) ascos com quatro
ascosporos; (D) ascosporos com trés septos; (E) microconidios; (F)
falsas cabegas de microconidios; (G) galha-floral em hastes de
cacaueiro; (H) cadeias de microconidios; (I) macroconidio; (J) isolado
com pigmentagdo rosa e esporodoquio de coloracdo amarelada ao
centro
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4.2 Caracterizacdo Morfoldgica

A caracterizacdo morfologica foi realizada com 49 isolados.Todos os
isolados apresentaram marcadores morfologicos tipicos de F. decemcellulare, de
acordo com Leslie e Summerell (2006) como: microconidios com formato oval,
hialinos, sem septo, mas ocasionalmente com um septo, produzidos a partir do
micélio aéreo em falsas cabegas ou em longas cadeias, comprimento variando de
7,9 a 10,8 um e largura variando de 2,5 a 4 um; presenca de monofialides;
esporoddquios de coloragdo amarelada foram observados em todos isolados;
macroconidios produzidos em esporodoquio apresentaram formato curvo a
cilindrico, seis a dez septos, comprimento variando de 76 a 95 um e largura
variando de cinco a seis um, com célula apical arredondada e célula pé bem
caracteristica da espécie (Figura 1). Nado foi observada a formacdo de
clamidésporos ¢ nem constatada a presenga de morfotipos entre os isolados
avaliados neste estudo.

O didmetro médio das colonias dos 49 isolados deste estudo e do isolado
de referéncia, ap6s quatro dias de incubagao sob fotoperiodo de 12 horas a 20°C,
em BDA, variou de 16 a 20,5 mm. Em relacdo ao padrio de coloragdo das
colonias, 31 isolados analisados apresentaram pigmentacdo rosa e 18 isolados

nao.

4.3 Teste de Homotalismo

Apenas os isolados CML 800, CML 38, CML 2241, CML 2248 ¢ CML
2250 (Tabela 1) produziram peritécios a 20°C e fotoperiodo de 12 horas com luz
branca fluorescente, com 35 — 45 dias de incubagdo. O isolado CML 2246,
proveniente de espatddea com galha, produziu um protoperitécio (peritécio nao-

fértil) sob as mesmas condi¢cdes descritas anteriormente. Estes isolados
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apresentaram como caracteristica comum a produgdo de pigmento rosa. Os

isolados que foram submetidos ao estresse ndo produziram peritécios.

O teleomorfo A. rigidiuscula apresentou o ascoma subgloboso, creme,
com pequenas papilas na superficie ascomatal. Os ascos clavados, com quatro
ascosporos, elipsoides, hialinos, com trés septos quando maduros, 22,5-27,5 x
7,5-10 pm (Figura 1), assim como os isolados descritos por Rossman et al.,

1999.

4.4 Analise filogenética

De acordo com as analises filogenéticas das sequéncias de tefl dos
isolados de F. decemcellulare, oriundos de diferentes plantas hospedeiras e
regides geograficas distintas do Brasil e do México, todos os isolados formaram
um grupo monofilético (98% de boostrap) (Figura 2).

Porém, hé indicios de que existam diferentes linhagens filogenéticas
neste grupo, representadas por alguns grupos monofiléticos com bom suporte
estatistico, como o grupo formado pela populagdo de isolados obtidos de
mangueira no Me¢xico suportado por boostrap de 88%. Dois isolados do
Equador (sequéncias do GenBank) formaram um grupo monofilético com 93%
de boostrap. Dois isolados da China (sequéncias do GEnBank) formaram um

outro grupo monofilético com 98% de suporte estatistico.
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CML 2276 manga México
CML 2271 manga México
CML 2270 manga México
CML 2275 manga México
CML 2269 manga México
CML 2268 manga México
CML 2273 manga México
CML 2267 manga México
CML 2272 manga México
I CML 2257 cacau assintomatico AM
I CML 2251 cacau assintomatico AM
I CML 2254 cacau assintomatico AM
- CML 2255 cacau assintoméatico AM
- CML 2253 cacau assintoméatico AM
r CML 2252 cacau ES
-~ CML 2256 cacau ES
1 CML 2237 cacau BA
CML 2259 cacau ES
CML 2265 cacau BA
CML 2238 cacau BA
CML 2057 cacau assintomatico AM
CML 2239 cacau BA
CML 2240 cacau BA
L CML 2262 cacau ES
CML 2258 cacau ES
CML 2277 cacau ES
CML 2279 cacau ES
CML 2261 cacau ES
CML 2280 cacau ES
CML 2247 cacau BA
CML 2278 cacau ES
— CML 2260 cacau assintoméatico AM
5{ F. decemcellulare EU849670 Cedrelinga cateniformis Equador
F. decemcellulare EU849671 Cedrelinga cateniformis Equador
CML 2248 cacau assintomatico BA @
| |CML 2241 cacau BA®
1| CML 2250 pimenta-do-reino BA®
Fusarium decemcellulare HM054059 China
% CML 2274 manga México
CML 2266 manga México
|- CML 38 solo de floresta PA®
% Fusarium decemcellulare HM054062 China
7' Fusarium decemcellulare HM054061 China
CML 2244 cacau BA
CML 2242 cacau BA
CML 2263 cacau ES
3| CML 2056 cacau BA
CML 2243 cacau BA
— CML 2245 espatédea MG
(— CML 2246 espatddea MG
— Fusarium decemcellulare HM054060 China
Haematonectria haematococca HM054071

Fusarium haematococcum DQ247510.1

100

0.08 0.06 0.04 0.02 0.00

Figura 1 Analise de Neighbor-Joining de sequéncias TEF-1 de isolados de F.
decemcellulare oriundos do cacaueiro e outros hospedeiros de
diferentes regides geograficas. Um ponto negro ao lado do codigo
indica que o isolado ¢ homotalico. O comprimento dos ramos ¢
indicado por escala na base da arvore e os valores do suporte
estatistico, Bootstrap (1.000 repeticdes), sdo indicados acima dos
internddios. Essa arvore tem como outgroup Haematonectria
haematococca ¢ Fusarium haematococcum. Abreviagdes das cole¢des
de culturas: CML = Cole¢do micologica de Lavras; HMAS =
Herbarium of Mycology, Institute of Microbiology
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5 DISCUSSAO

Este é o primeiro relato da producdo do teleomorfo A. rigidiuscula em
condi¢des de laboratdrio no Brasil e da utilizagdo de analise filogenética em
isolados de F. decemcellulare associado a galhas-florais no cacaueiro e a outras
familias botanicas no Brasil.

Por meio das observagdes realizadas em campo para este trabalho notou-
se que os clones de cacaueiros resistentes a vassoura-de-bruxa, distribuidos pela
CEPLAC para conter o avanco desta doenga, apresentaram suscetibilidade ao
aparecimento da galha-floral, principalmente os clones TSH1188 e CCNS5I.
Esses resultados confirmam relatos de outros pesquisadores, que observaram
alguns hibridos susceptiveis a galha-floral do cacaueiro (OLIVEIRA; LUZ,
2005).

Os isolados avaliados neste estudo apresentam caracteristicas tipicas de
F. decemcellulare. Entre os isolados, houve variagdo na produgdo de pigmento
rosa. No entanto essa caracteristica ndo serviu para diferenciar isolados
provenientes de plantas com sintomas de isolados provenientes de plantas
aparentemente sadias, ou ainda, isolados homotalicos de isolados supostamente
heterotalicos.

Devido a falta de variacdo na morfologia dos isolados avaliados, ndo foi
possivel realizar a distingdo de morfotipos. O’Donnell et al. (2008), ao avaliarem
marcadores morfologicos de espécies de Fusarium associadas ao milho, ndo
conseguiram distinguir F. aethiopicum de trés outras espécies do complexo F.
graminearum (F. graminearum, F. vorosii e F. asiaticum). Essas espécies foram
separadas apenas por filogenia de multilocos.

Entretanto, a caracterizacdo de populagdes baseada em marcadores
morfologicos do teleomorfo, seja ocorrendo naturalmente, seja induzido em

laboratdrio, torna-se uma ferramenta interessante para a definicdo de espécies
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biologicas (LESLIE; SUMMERELL, 2006). Neste trabalho, cinco isolados se
comportaram como homotalicos, produzindo peritécios a partir de culturas
monospoéricas, CML 800 (isolado de referéncia), CML 38, CML 2241, CML
2250 e CML 2248. Esses apresentaram como caracteristica comum a producao
de pigmento rosa, porém essa caracteristica ndo serve como marcador para
distinguir homotalicos de heterotalicos. Os isolados homotalicos apresentaram
peritécios com quatro ascosporos por asco, confirmando a descrigdo morfoldgica
do trabalho de Ford, Bourret e Snyder (1967). Os outros isolados que nao
produziram peritécios no teste de homotalismo sdo provavelmente heterotalicos.
Alguns autores confirmam que associados ao cacaueiro existem isolados
homotalicos e heterotalicos de F. decemcellulare (REICHLE; SNYDER, 1964).
Porém, outros autores descrevem esse fungo apenas como homotalico (LESLIE;
SUMMERELL, 2006).

Ford, Bourret e Snyder (1967) observaram que isolados homotalicos
formavam quatro ascosporos em seus ascos € ndo eram patogé€nicos enquanto
que isolados heterotalicos, com quatro a oito ascosporos por asco,
comportaram-se como patogénicos. Entretanto, neste estudo, isolados
homotalicos foram obtidos também de plantas sintomaticas de cacaueiro.

Com base na analise filogenética com sequéncias parciais do gene tefl,
os isolados de F. decemcellulare formam um grupo monofilético com alto
suporte estatistico (98% de bootstrap) (Figura 2). Entretanto, s6 com a andlise da
regido génica tefl ndo ha subsidio suficiente para afirmar que F. decemcellulare
¢ uma unica espécie filogenética, pois ha indicios de separagdo entre isolados do
México e do Brasil, como também ha separacdo de isolados homotalicos de
heterotalicos. Espécies delimitadas pelo conceito morfoldgico de espécie podem
ser compostas por mais de uma espécie ou linhagem filogenética como em

estudos com outros patossistemas, foram observadas pelo menos nove espécies
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filogenéticas distintas associadas a malformac¢do da mangueira distribuidas pelo
GFSC.

Para confirmagdo da hipétese de que F. decemcellulare é uma unica
espécie filogenética, serdo necessarias analises com base em regides génicas
diferentes, como o gene tub2 (O’DONNELL; CIGELNIK, 1997) para dar um
maior suporte a esses resultados. Com base nos resultados aqui obtidos, F.
decemcellulare pode ser considerado uma espécie filogenética capaz de
colonizar uma ampla gama de hospedeiros e presente em uma grande extensao

geografica.
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6 CONCLUSOES

Nao foram observados morfotipos distintos para os isolados de F.
decemcellulare avaliados.

F. decemcellulare representa uma espécie filogenética de acordo com
os resultados obtidos com sequéncias parciais do gene tefl.

A espécie filogenética de F. decemcellulare apresenta populagdes com

comportamento reprodutivo homotalico e supostos heterotalicos.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A hipotese do presente trabalho foi que poderia haver mais de uma
espécie dentro da morfoespécie F. decemcellulare, como espécies endofiticas ou
ainda espécies homotalicas e heterotalicas. Entretanto, por meio da analise
filogenética, ha evidéncias de tudo ser uma unica espécie e suas diferentes
formas. Os proximos passos seriam utilizar outras regides génicas para
confirmar os resultados; identificacdo de mating types; cruzamentos; estudo de
patogenicidade dos isolados e suscetibilidade dos cultivares por meio de testes

de patogenicidade.
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