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RESUMO

A ramulose, causada pelo fung@olletotrichum gossypii var.
cephalosporioides(CGC), é uma importante doenca que afeta asagides de
algodao no Brasil. Outro patégeno, aqui tratadoaQulletotrichum gossypii
(CG), estad associado a antracnose do algoddo. Arobopatdgenos sao
transmitidos pela semente e submetidos a regimegudeentena em varias
partes do mundo. No entanto, um método seguro@ats detec¢do ndo esti
disponivel. Este estudo foi realizado com o objetle testar a hip6tese de que a
ramulose e antracnose do algodao sao causadas apdgepos distintos
pertencentes ao complexo de espé€ieltetotrichum gloeosporioided/inte e
um isolados de CGC e cinco isolados de CG ideadfis preliminarmente
foram investigados, utilizando-se sequéncias derDiSA, TUB2 e GAPDH.
Isolados representativos de cada espécie foram dlidmm a testes de
patogenicidade. Observou-se que isolados de CGCGefdEmaram duas
linhagens filogenéticas distintas dentro do claddindtado recentemente
Colletotrichum theobromicolanas arvores TUB2 e GAPDH, bem como na
arvore obtida com o conjunto de dados combinadbS (DNA + TUB2 +
GAPDH). Em testes de patogenicidade, os isoladdS@€ induziram necrose
foliar em torno de sete dias apés a inoculacdajidagpor morte do meristema
apical, encurtamento de entrendés e ramificacdoralatanormal. Plantas
inoculadas com isolados de CG apresentaram manelcadticas foliares cerca
de dois meses ap06s a inoculacdo, sem sintomasraliki Estes resultados
confirmam a distincdo entre CGC e CG e da clasgifio de ambos os
patdégenos dentro do complexo de espé€efietotrichum gloeosporioides
Andlises de perfil protebmico por MALDI-TOF tambémermitiram a
diferenciacdo das linhagens. A disponibilidade darcadores filogenéticos
obtidos a partir de isolados de referéncia de paiocglade conhecida neste
estudo serd util no desenvolvimento de ensaiosadaseem PCR para um
diagnéstico confiavel d€. gossypiivar. cephalosporioidgsem amostras de
sementes.

Palavras-chaveGossypium hirsutum. Colletotrichum gossygiblletotrichum
gossypiivar. CephalosporioidesPatogenicidade. MALDI-TOF.



ABSTRACT

Ramulosis, caused bolletotrichum gossypivar. cephalosporioides
(CGCQ), is an important disease affecting cottomtaitions in Brazil. Another
pathogen, known &Solletotrichum gossypiiCG) is associated with anthracnose
of cotton. Both pathogens are seed transmitted sutgject of quarantine
legislation. Nevertheless, there is no reliablehodtavailable for detection of
these pathogens. The objective of this study wates$b the hypothesis that
ramulosis and anthracnose of cotton are causeddwgistinct pathogens within
the Colletotrichum gloeosporioidespecies complex. Twenty one isolates
previously identified as CGC and five isolates tifeed as CG were analyzed
using sequences of ITS rDNA, TUB2 and GAPDH. Issdabf CGC and CG
formed two clearly distinct phylogenetic lineageishim the recently delimited
Colletotrichum theobromicolalade, as shown in the TUB2 e GAPDH trees, as
well in the combined analysis of ITS rDNA + TUB2GAPDH. Representative
isolates of each pathogen were used in pathogerte#ts. Isolates of CGC
induced foliar necrosis beginning seven days afteculation, followed by the
death of the apical meristem, shortening of therimddes and abnormal lateral
ramification. Plants inoculated with CG had nearddaf spots beginning two
months after inoculation, with no further symptohtese results confirm that
ramulosis and anthracnose have distinct etiologigehts which induce typical
symptoms. Analysis of protein profiles obtained MALDI-TOF mass
spectrometry confirmed the distinction betweengathogens. Our findings will
give additional support for quarantine measures theddevelopment of PCR
based protocols for the detection of CGC in seedtinéesting.

Keywords: Gossypium hirsutum.Colletotrichum gossypii. Colletotrichum
gossypiivar. CephalosporioidesPathogenicity. MALDI-TOF.
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1 INTRODUCAO

A ramulose é uma das mais importantes doencagyddad Gossypium
hirsutun), no Brasil, ocorre nas principais areas prodst¢&LVA-MANN et
al., 2005). A doenca também foi registrada no Rmia@ na Venezuela
(MALAGUTI, 1955; MATHIESON; MANGANO, 1985) e podestar presente
em outros paises da América do Sul. A cultura dod#lo também é afetada por
outra doenga, a antracnose.

No Brasil, o agente causal da antracnose do algédabamado de
Colletotrichum gossypiiembora ndo haja evidéncia solida de que esteoseja
mesmo patdégeno que causa a antracnose e a podedéacéds de algodao nos
Estados Unidos (WEIR; JOHNSTON; DAMM, 2012). No arib, no Brasil,
antracnose e ramulose parecem ser causadas pgraddgenos diferentes que
pertencem ao complexoolletotrichum gloeosporioide@BAILEY et al., 1996;
SILVA-MANN et al., 2005; WEIR; JOHNSTON; DAMM, 2032

A doenca ramulose foi primeiramente descrita erarfdas de algodéo,
no estado de Sao Paulo, por Costa e Fraga Jr.)(£937ais tarde, seu agente
etiologico foi identificado com&olletotrichum gossypivar. cephalosporiodes
pelos mesmos autores (COSTA; FRAGA JR., 1939), comesideraram o
patégeno como uma forma mais agressivaCdéietotrichum gossynpiioutro
patdbgeno do algodao descrito anteriormente, nos EAPKINSON, 1891;
SOUTHWORTH, 1890). Em 1946, Viégas validou o nonesta variedade,
fornecendo uma descri¢do formal e indicando umNBBGAS, 1946).

Os dois patégenos, que causam a ramulose e a rodeacsdo
transmitidos via semente de algoddo. O nivel derdatia proposto para o
patégeno da ramulose em lotes de sementes corae¥daro, tal como definido
pela autoridade fitossanitaria brasileira (BRASIDP5) e o agente patogénico é
também de importancia quarentenaria na Europa (EPPQ9). Testes de
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sanidade séo rotineiramente utilizados para a ¢ixdedo agente patogénico da
ramulose em sementes (TANAKA; MENTEN; MACHADO, 199hlo entanto,

a avaliacdo de marcadores morfologicos das cultigagadas destes testes nao
¢ suficiente para uma identificacdo confiavel, derdo com o conceito atual de
espécies no génei@olletotrichum (CAI et al., 2009; 2011; CANNON et al.,
2012).

Devido a importancia econ6mica dessas doencaspararde restricao
geogréfica do seu agente etioldgico, uma melhasliEgfio de quarentena e
avaliacdes de risco da doenca dependera da cdatestificacdo do patdgeno,
utilizando-se metodologias modernas de filogenidemdar, com posterior
desenvolvimento de metodologias baseadas em detpcgdPCR, codigo de
barras de DNA e outros métodos de diagnéstico @Al., 2011).

Neste estudo, objetivou-se testar a hipétese deagquemulose e a
antracnose do algoddo s&o causadas por agentegémpats distintos,
pertencentes ao complexo de espéCietotrichum gloeosporioide®ara isso,
foram avaliados marcadores morfoldgicos, realizadnélises de filogenia
molecular a partir das sequéncias parciais do d¢ata tubulina (TUB2) e
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), seguéncia completa da
regido ITS rDNA, conduzidos testes de patogeni@dadnalise protedmica por

espectrometria de massas MALDI-TOF.
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2 ESTADO DA ARTE

2.1 As doengas e o0s sintomas

A antracnose é uma doenca que afeta a culturagial@diro e tem
como agente causal o fun@plletotrichum gossypiSouthworth (teleomorfo
Glomerella gossypii Seus sintomas sdo apodrecimento nos frutos.ecads
por macas e tombamento de plantulas (SOUTHWORTED)18

O patégendC. gossypiipode ocorrer em qualquer parte do algodoeiro,
podendo ser altamente prejudicial para os frutos. plntulas de algodao,
guando afetadas pela antracnose, apresentam ksydesidas nas raizes e no
colo e tém coloracdo pardo-avermelhadas a pardoassco que resulta em
tombamento.C. gossypiipode viver saprofiticamente em restos de cultura
Entretanto, sdo as sementes contaminadas quetgenst principal fonte de
inéculo (CIA; SALGADO, 1997).

De acordo com Costa e Fraga Jr. (1939), a doenghecima como
ramulose é causada poolletotrichum gossypirar. cephalosporioidesuma vez
gue observaram sintomas caracteristicos nas pldetagodao, porém, com
caracteres morfolégicos semelhantes ads.dgssypiiSouth.

Os sintomas iniciais da ramulose sdo pontos ciresilam folhas jovens
causando necrose, principalmente perto da nerverdrat, e o posterior
desenvolvimento de perfuracées em forma de estratafolhas. Em ramos
afetados, a doenca causa a morte de meristemassapia brotacdo anormal de
gemas laterais, levando a formacdo de aglomeradosmos com entrends
curtos e inchados (KIRKPATRICK; ROTHROCK, 2001). sNhastes pouco
lenhosas ocorrem lesdes necréticas elipticas, faciaras, enquanto em tecidos

mais velhos as lesdes sao cicatrizadas. Raranwbgervou-se a ramulose em
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plantas novas, e 0 patdgeno ataca, preferenciametidos novos (COSTA;
FRAGA JR., 1937).

A partir da caracterizacdo do habito de crescimeio® patégeno€.
gossypiie C. gossypiivar. cephalosporioideem sementes foram verificadas
caracteristicas inerentes a cada um dos patogesiositindo a identificacédo do
patbgeno em sementes de algodoeiro incubadas (TANAKMIENTEN;
MACHADO, 1996). Contudo, ndo houve outros traballitifzando técnicas
para a separacao pelas caracteristicas morfoldgicas

Os caracteres morfolégicos como formato e tamandkocahidios,
coloracdo da colbnia sdo dependentes de inUmeris/eia e, por isso, sao
instaveis. Além disso, a reproducdo de sintomaselbemtes em diferentes
cultivares de algoddo tem dificultado a diagnoseddanca. A partir da
utilizagdo das técnicas moleculares e bioquimizaagndstico de doengas em
plantas tornou-se mais facil, com métodos rapidessiveis e especificos
(CARVALHO; VIEIRA; MACHADO, 1997).

Diversos trabalhos tém sido conduzidos para esdaras dulvidas
pertinentes a correta identificacdo dos patégeagemntes causais da antracnose
e da ramulose em algodoeiro. A diferenciacao ergmois patdgenos é baseada,
principalmente, em métodos tradicionais, como agab dos sintomas causados
em plantas de algodado ou caracteristicas morfaégilo fungo, porém, estes
nem sempre apresentam resultados precisos e aitcfa(SILVA-MANN et
al., 2002; TANAKA; MENTEN; MACHADO, 1996).

2.2 Historico

O patégenoColletotrichum gossypiiSouth. foi observado em éareas
produtoras de algoddo atacando todas as partesladiéa,pe com maior
frequéncia causando doenca em frutos de algod@eiagas) na América do
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Norte. A partir disso, o patdgeno foi descritoizgihdo o fruto como material
infectado e a descricdo foi feita, primeiramente; Southworth (1890). Em
1891, Atkinson, ao investigar outras doencas nodalgiro, encontrou 0 mesmo
fungo na superficie de folhas sintomaticas, comnaculo se espalhando
rapidamente pelo campo de cultivo (ATKINSON, 18%H9r fim, descreveu-se

o teleomorfoGlomerella gossyhpiiisolado a partir de macas de algodoeiro que
apresentavam peritécios e que foram coletadas tadcesla Louisiana, EUA
(EDGERTON, 1909).

No ano de 1936, uma doencga foi observada ocorremdaultivos de
algodédo no estado de Sao Paulo, que foi identdicaroneamente, como
“crumpling disease”. Ap6s o0 conhecimento da ocaiggmle uma doenca que
ainda ndo havia sido relatada no estado, pesquésado Instituto Agrondémico
de Campinas a identificaram e a descreveram. A parbbservacdes de plantas
sintomaticas, o0s sintomas foram descritos e a doemgmeada como
“superbrotamento ou ramulose do algodoeiro”, porérp foi possivel
identificar seu agente causal (COSTA; FRAGA JR37)9Somente em 1939, o
agente causal da ramulose foi descrito no Bragsihocsendo o patdgeno
Colletotrichum gossypii(South) var. cephalosporioidesA. S. Costa, por
apresentar caracteres morfolégicos muito semelsatfe gossypii South. Foi
possivel observar algumas diferencas entre osaigenismos, dentre elas a
sintomatologia diferenciada de cada um (COSTA; FRAR., 1939).

Os resultados publicados por Costa e Fraga Jr.7(1B339) sobre a
etiologia da doenca denominada ramulose sao citdogientemente por
diversos autores, porém, ndo ha fatos conclusigaos @ diferenciacédo entre as
duas provaveis espécies, sendo necessarias ohtnakagens com a aplicacéo
de técnicas modernas (HYDE et al., 2009).



15

2.3 Tendéncias modernas na pesquisa @elletotrichum

Espécies do géner@olletotrichum sdo agentes causais de doencas
importantes, sendo responsavel por diversas aogasne outras doencas em
uma ampla gama de hospedeiros. Nem sempre a c¢dilizale métodos
tradicionais para identificacdo de fungos, baseadns caracteristicas
morfoldgicas, tem demonstrado resultados precissatisfatorios. Em revisao
sobre o géner&olletotrichum verificou-se que o nom€. gossypiitem sido
utilizado para duas provaveis espécies que causararites sintomatologias no
algodoeiro (HYDE et al., 2009; WEIR; JOHNSTON; DAMIZ012).

Um problema é a falta de caracteristicas morfogmonfiaveis para a
sistematizacdo do géne€@plletotrichum fazendo com que os limites entre as
espécies sejam ambiguos e confusos. Isso, consemugnte, levou diversos
autores a nomearem diferentes patdgenos de acondsua especificidade de
hospedeiro (HYDE et al., 2009). Essa dificuldade rewonhecer espécies de
Colletotrichum é resultado de alguns fatores, como o numero icalude
caracteres morfolégicos e que, na maioria das yedesvariaveis; elas tém uma
extensa gama de hospedeiros e apresentam vagddeilith patogenicidade; os
espécimes tipo, muitas vezes, ndo existem ou sengam em condi¢Bes
precarias, dificultando os estudos moleculares,senomes associados as
sequéncias de genes, geralmente, estdo erradbsmoss de dados (CAl et al.,
2009; WEIR; JOHNSTON; DAMM, 2012).

Com a ineficiéncia dos métodos tradicionais, outéasicas tém sido
utilizadas, como os marcadores moleculares de DNidguimicos. Os
marcadores moleculares tém demonstrado sucessdentificacdo de outras
espécies flngicas ou linhagens intraespecificas adrdes eletroforéticos de
algumas isoenzimas foi possivel encontrar difereregatire os patdégenos que
causam antracnose e ramulose no algodoeiro (CARVBLH/IEIRA;
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MACHADO, 1997). Marcadores bioquimicos, a partir dandlises
isoenzimaticas de esterase, fosfatase acida eigasex ndo foram capazes de
fazer distincdo entre isolados @egossypie C. gossypivar. cephalosporioides
(SILVA-MANN et al., 2002).

Foi sugerido que, a partir da utilizacdo da técrieaAFLP, é possivel
distinguir os isolados que causam antracnose dizliss que causam ramulose.
Estes resultados foram baseados em dez isoladodaiaen representatividade
(SILVA-MANN et al., 2005).

A partir de estudos moleculares da regido ITS2 ea@wninio D2 do
gene 28S, os autores sugeriram que os isoladosmenies de algoddo devem
ser considerados unfarmae specialige C. gloeosporioide¢BAILEY et al.,
1996) A regido ITS tem sido a mais utilizada para adisggmoleculares do
géneroColletotrichum porém, existem preocupacdes quanto a sua uéiizac
devido a baixa resolucdo que o gene tem fornecata piferenciacdo das
espécies (CAIl et al., 2009). Isolados @e gossypiie C. gossypiivar.
cephalosporioidesndo foram separados em dois grupos distintos com a
aplicacdo de algumas técnicas moleculares baseadesgido ITS (MEHTA;
MEHTA, 2010).

A obtencdo de perfis de proteinas de isolados d¢dsgipor
espectrometria de massas MALDI-TOF é uma técnieavgm sendo aplicada
para a identificacdo rapida e precisa, e consisteolstencdo de variados
espectros que, juntos, formam um espectro prinégal inglésmain spectrum
ou MSP) (SANTOS et al., 2010). Os MSPs obtidos atrog estudos a partir de
analises protebmicas apresentam topologia de &nsmmelhantes de estudos
filogenéticos moleculares (DE RESPINIS et al., 20DRUZHININA et al.,
2005).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéo dos isolados e preservacao

Vinte e um isolados considerados cofolletotrichum gossypivar.
cephalosporioidesforam isolados a partir de plantas de algodao que
apresentavam sintomas de ramulose em areas prasiutos estados de Goias,
Mato Grosso e Sdo Paulo. Cinco isolados foram ebtid partir de folhas, das
macds e de amostras de sementes derivadas desplprgaapresentavam
sintomas de antracnose nos estados da Bahia eaffm (Pabela 1). Culturas
monosporicas de todos os isolados foram obtidaartér mle culturas puras.
Todos os isolados estéo preservados, a -80 °Colegdd Micoldgica de Lavras

(CML), na Universidade Federal de Lavras, em Lawis, Brasil.



Tabela 1 Isolados deolletotrichumavaliados e nimeros de acesso do GenBank dass@gi§eradas ou utilizadas neste estudo

Espécies &V Outro codigd Hospedeiro/Substrato Origeni ITS TUB2 GAPDH
C. gossypivar. 2318 CNPA 27 G. hirsutumfolha Santa Helena do Goias, GO JX844091 JX844117
cephalosporioides
2371 CNPA 53 G. hirsutumfolha Santa Helena do Goias, GO JX844074 JX844100 -.-
2372 CNPA 54 G. hirsutumfolha Primavera do Leste, MT JX844075 JX844101 -
2373 CNPA 57 G. hirsutumfolha Mineiros, GO JX844076 JX844102
2374 CNPA 58 G. hirsutumfolha Primavera do Leste, MT JX844077 JX844103 JX847009
2375 CNPA 59 G. hirsutumfolha Mineiros, GO JX844078 JX844104
2376 CNPA 60 G. hirsutumfolha Campo Verde, MT JX844079 JX844105
2377 CNPA 61 G. hirsutumfolha Primavera do Leste, MT JX844080 JX844106 -
2378 CNPA 62 G. hirsutumfolha Mineiros, GO JX844081 JX844107
2379 CNPA 63 G. hirsutumfolha Mineiros, GO JX844082 JX844108 JX847010
2380 CNPA 65 G. hirsutumfolha Novo S&o Joaquim, MT JX844083 JX844109 -
2381 CNPA 66 G. hirsutumfolha Novo S&o Joaquim, MT JX844084 JX844110 -
2382 CNPA 69 G. hirsutumfolha Pedra Preta, MT JX844085 JX844111 -
2383 CNPA 70 G. hirsutumfolha ltiquira, MT JX844086 JX844112
2384 CNPA 71 G. hirsutumfolha Itiquira, MT JX844087 JX844113 JX847011
2385 CNPA 72 G. hirsutumfolha Primavera do Leste, MT JX844088 JX844114
2386 CNPA 74 G. hirsutumfolha ltiquira, MT JX844089 JX844115 -
2387 CNPA 75 G. hirsutumfolha Itiquira, MT JX844090 JX844116
2388 IAC 13350 G. hirsutumfolha Piracicaba, SP JX844092 JX844118 JX847012
2389 IAC 12405 G. hirsutumfolha ltuverava, SP JX844093 JX844119 JX847013
2390 IAC 11327 G. hirsutumfolha Piracicaba, SP JX844094 JX844120
C. gossypii 2324 IAC 1025 G. hirsutumfolha Campinas, SP JX844095 JX844121 JX847014
2325 CG1LEM G. hirsutumkemente Luis E. Magalhaes, BA JX844097 JX844123 43385
2326 CG 715 LEM  G. hirsutumkemente Luis E. Magalh&es, BA JX844098 JX844124
2327 CG 3 LEM G. hirsutumkemente Luis E. Magalh&es, BA JX844099 JX844125  A3¥B6
2391 IAC 5393 G. hirsutum/maca Campinas, SP JX844096 JX844122 -.-
C. ‘gloeosporioides’ 1590 Coffeasp./ fruto
C. asianum ICMP 18696 Mangifera indica Australia JX010192 JX010384 JX009915
ICMP 18580 Coffea arabica Tailandia FJ972612 JX010406 JX010053
C. boninense CBS 112115 Leucospermurap. Australia JQO005160 JQO005594 JQ005247
CBS 123755 Crinum asiaticunvar. Japéao JX010292 JQO005588 JX009905
sinicum
C. fructicola ICMP 18645 Theobroma cacao Panaméa JX010172 JX010408 JX009992
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Tabela 2, concluséo

C. gloeosporioides
C. kahawaesubsp.
kahawae

C. siamense

C. theobromicola

C. theobromicolgsyn.
C. fragariag

C. theobromicolgsyn.
C. gloeosporioideg
stylosanthiy

ICMP 18581
IM1 356878
ICMP 17905

ICMP 17816
ICMP 18578
ICMP 17795
ICMP 17958
ICMP 18566
ICMP 18565
ICMP 18567
ICMP 17895
ICMP 18649
ICMP 17814
ICMP 17927

ICMP 17957

Coffea arabica
Citrus sinensis
Coffea arabica

Coffea arabica
Coffea arabica
Malus domestica
Stylosanthes guianensis
Olea europaea
Olea europaea
Olea europaea
Annona diversifolia
Theobroma cacao
Fragaria vesca
Fragaria x ananassa

Stylosanthes viscosa

Tailandia
Italia
Camarbes

Quénia
Tailandia
Estados Unidos
Australia
Australia
Australia
Austrdlia
México
Panama
Estados Unidos
Estados Unidos

Australia

JX010165
JX010152
JX010232

JX010231
JX010171
JX010162
JX010291
JX010282
JX010283
JX010287
JX010284
JX010294
JX010288
JX010286

JX010289

JX010405
JX010445
JX010431

JX010444
JX010404
JX010393
JX010381
JX010376
JX010374
JX010377
JX010382
JX010447
JX010379
JX010373

JX010380

JX010033
JX010056
JX010046

JX010012
JX009924
JX010051
JX009948
JX009953
JX010029
JX009985
JX010057
JX010006
JX010003
JX010024

JX009962

4 CML — Colecdo Micolégica de Lavras, Universidadeldtal de Lavras, Lavras, MG, BrasiiCNPA - Embrapa, Centro Nacional
de Pesquisa em Algod&do, Campina Grande, PB, BtAS;- Instituto Agrondmico de Campinas, Campin@P, Brasil; ICMP —
International Collection of Microorganisms from Ris, New Zealand; CBS — Centraalbureau voor Schioutteres, Utrecht, The
Netherlands®Estados brasileiros: BA — Bahia, GO — Goias, MT atd/Grosso, SP — S&o Paulo

6T
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3.2 Caracterizacdo morfoldgica

Para a avaliacdo dos caracteres morfoldgicos, rasltmonospdricas
foram cultivadas, em ftriplicatas, em batata dertdgar (BDA) (Sigma Aldrich,
Madrid, Espanha) e agar extrato de malte 2% (MBAMEDIA, Mumbai,
india), durante sete dias, a 20 °C, 25 °C e 30s88,luz fluorescente constante.
O diametro das colbnias foi medido diariamente ikzadlo para calcular as
taxas médias de crescimento, em mni.d@tamanho e a forma de 30 conidios
escolhidos aleatoriamente foram medidos a partitadia isolado cultivado em
BDA e MEA, a 25 °C. O tamanho e s forma de 120diosicoletados a partir
de folhas e caules de plantas inoculadas nos telepatogenicidade e
mostrando sintomas de ramulose ou antracnose tanfbéam medidos e
registrados. A taxa de crescimento das coldniascengprimento de conidios
foram avaliados por meio de box-plots (WEIR; JOHRSI DAMM, 2012).

3.3 Extracdo de DNA, amplificagdo por PCR e sequeignento

Culturas monospodricas cultivadas em BDA por sas ftiram raspadas
a partir da superficie de agar e submetidas agdxirao DNA gendmico,
utilizando-se o kit Wizard Genomic DNA Purificati#iit® (Promega, Madison,
EUA), de acordo com o protocolo do fabricante. Asmaentraces de DNA
foram medidas usando NanoDrop 2000 (Thermo Fishgengfic Inc.,
Waltham, EUA).

As reacbes de PCR foram realizadas utilizando-&& ®&aster Mix
GoTad Incolor (Promega) no termociclador My CyclérBio-Rad, Hercules,
EUA). O mesmo conjunto derimers foi utilizado para as reacfes de PCR e
sequenciamento. Por¢cfes do DNA ribossomal nudleauindo os espacadores
internos transcritos 1 e 2, bem como a regido 8BS), foram amplificados
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com osprimers ITS1Ext forward; 5-GTAACAAGGTTTCCGTAGGTG-3') e
ITS4Ext teverse 5-TTCTTTTCCTCCGCTTATTGATATGC-3"), utilizando
as seguintes condi¢cdes de ciclo: (1) desnaturggdo5 minutos, a 95 °C;
seguido por 35 ciclos de desnaturacdo, a 94 °C, 3fbrsegundos; (2)
anelamento, por 30 segundos a 55 °C; (3) extepséi@ minutos a 72 °C, com
extensao final, de 7 minutos, a 72 °C (TALHINHASaét 2002). Uma por¢éo
do gene beta tubulina (TUB2) foi amplificada compamersTB5 (forward; 5'-
GGTAACCAGATTGGTGCTGCCTT-3") e TB6 réverse 5-
GCAGTCGCAGCCCTCAGCCT-3") (PANACCIONE; HANAU, 1990&m 35
ciclos de PCR com as mesmas condi¢gbes descritasapamplificacdo de ITS,
exceto para a temperatura de anelamento, que dstadp para 62°C. O
fragmento do gene (liceraldeido 3-fosfato desidiage (GAPDH) foi
amplificado utilizando-se os primers GDF1 forward; 5'-
GCCGTCAACGACCCCTTCATTGA-3") e GDR1 réverse 5-
GGGTGGAGTCGTACTTGAGCATGT-3') (TEMPLETON et al., 198 com
as seguintes condicdes de ciclo: (1) desnaturagém, 5 minutos, a 94 °C;
seguido por 34 ciclos de desnaturacdo, a 94 °C, 4%0rsegundos; (2)
anelamento, por 45 segundos, a 60 °C; (3) exterds#@ginuto, a 72 °C, com
extensdao final de 10 minutos, a 72 °C (PRIHASTWUTdle 2009).

Os fragmentos amplificados foram purificados conkio Invisorb®
Fragment Clean Up (Stratec Molecular, Berlim, Aleima). O sequenciamento
dos fragmentos génicos foi realizado em sequencagtomatico MegaBACE
500 (Amersham Biosciences, Sdo Paulo, Brasil), alootatério de Gendmica
da Universidade Federal de Vigcosa, em Vigcosa, M@siB
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3.4 Andlises filogenéticas

Sequéncias consenso foram montadas a partir daérsggsforward e
reverse utilizando-se SegAssem ver. 07/2008 (SequentiX,inKIRaden,
Alemanha). Sequéncias adicionais de membros do leempde espécies
Colletotrichum gloeosporioidgSVEIR; JOHNSTON; DAMM, 2012) foram
obtidas a partir do GenBank (Tabela 1). As andliilegenéticas foram
realizadas utilizando-se o programa MEGA 5 (TAMURA al., 2011). As
sequéncias foram alinhadas usando MUSCLE implerdento MEGA 5.
Arvores filogenéticas de maxima verossimilhancarforconstruidas para cada
um dos genes e para o conjunto de dados combicados modelo de Kimura-
2 parametros de evolucdo da sequéncia de DNA. ©rteuplos clados foi
inferido a partir de 1.000 replica¢ges da analeskabtstrap(PHOULIVONG et
al., 2010). As sequéncias geradas neste estudm fdepositadas no Genbank
(Tabela 1).

3.5 Testes de patogenicidade

Os testes de patogenicidade foram realizados cden iselados do
patégeno da ramulos€. gossypivar.cephalosporioide¢CML 2371, CML
2374, CML 2383, CML 2385, CML 2386, CML 2389, CMI39) e cinco
isolados do patdgeno da antracn@sgossypii(CML 2324, CML 2325, CML
2326, CML 2327, CML 2391). Um isolado adicional
deC. 'gloeosporioides{CML 1590), enddfito da folha de cafeeiro, tambi@in
incluido nos ensaios de patogenicidade. Dois exgatios foram conduzidos
utilizando-se as cultivares de algoddo DeltaOPAMDM) e FiberMax 966
LL® (Bayer CropScience), inoculados 32 dias ap6s argémeia das
plantas. Um terceiro experimento foi realizado cansultivar FiberMax 966
LL® e inoculado 52 dias ap6s a emergéncia das plantas.
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Cada isolado foi cultivado em BDA, a 25 °C, com HA@ras de
fotoperiodo, durante 10 dias, para induzir a edagéio. As suspensdes de
conidios foram preparadas por adicdo de agua atbstistéril as placas e o
micélio foi raspado suavemente. As suspensodestantes foram filtradas por
meio de dupla camada de gaze e a concentracdmitBosoajustada a 1 x 10
conidios.mL’. As sementes de algoddo foram plantadas em vasos O,
contendo uma mistura de solo, areia e esterco bd@gid:1), e as plantas foram
mantidas numa casa de vegetacdo com 80% de umiglatiga e temperatura
média de cerca de 25°C, proximo do 6timo para arpssdo de ramulose
(MONTEIRO et al., 2009). Duas mudas com habito dsamento uniforme
foram mantidas em cada vaso. As plantas foram ladaa 32 (Experimento 1 e
2) ou 52 (Experimento 3) dias apds a emergéncigyyeerizacdo da suspensao
de conidios até o ponto de escorrimento. Ap6s eulagdo, as plantas foram
colocadas em camara Umida durante 72 horas edratasf de volta para a casa
de vegetacdo. Plantas pulverizadas com agua deststéril serviram como
controle negativo. Cada tratamento foi composto quoatro repeticbes, com
duas plantas cada, dispostos em um delineameptmimente casualizado.

As plantas foram avaliadas quanto aos sintomaselacd em intervalos
de trés dias, durante as primeiras duas semarems, iatervalos de oito dias,
durante dez semanas. Sintomas da doenca foranadoalutilizando-se uma
escala qualitativa desenvolvida para ramulose patija et al. (2003), com as
seguintes notas e descri¢des: 1 - plantas semmsB{@® - plantas com necrose e
manchas em folhas jovens; 3 - plantas que apresemtnchas necroticas em
folhas e caules, morte dos meristemas apicaisrergst encurtados; 4 - plantas
com necrose e manchas nas folhas e caules, entrendsrtados e
superbrotamento e 5 - plantas mostrando manchagticas em folhas, entrenés
encurtados, superbrotamento e reducdo no tamanheisdlamento dos

patégenos de plantas doentes foi feito no finagxjmerimento para completar o
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postulado de Koch. As médias dos resultados dd&aeies da doenca foram
calculadas entre os isolados de cada espécie dogagatogénicos e avaliadas
em intervalos de tempo discretos (MONTEIRO et24(9).

3.6 Espectrometria de massas MALDI-TOF

A obtencéo de perfis de proteinas dos isolado€alketotrichum por
espectrometria de massas utilizando a técnica MALODWF foi realizada no
Laboratério de Bioquimica Micromolecular de Micrganismos, do
Departamento de Quimica da Universidade Federgade Carlos (UFSCar),
Sado Carlos, SP, em parceria com o professor EdsahigRes Filho, como
atividade do projeto em rede SISBIOTA.

Os isolados foram inoculados, em duplicata, emaglate poliestireno
de 60 mm contendo o meio de cultura &gar extratondkte 2% (MEA) e
incubados, a 2&, com fotoperiodo de 12 horas de luz branca, teisete dias
(Tabela 2). Com o auxilio de um microscépio estépico, pequenas porcdes
das col6nias contendo conidios foram retiradas qmalitos de madeira
esterilizados e transferidas diretamente para gespde uma placa de amostras
de aco polido (MPT384arget plate Bruker Daltonics, Bremen, DE). Sete
isolados (CML 2325, 2372, 2377, 2379, 2382, 23@B%l1) ndo esporularam e
pequenas porcdes de micélio foram utilizadas camastras. Apds a aplicacéo,
as amostras foram recobertas com 2 pL da solucaoatéz, composta por
acido a-ciano-4-hidroxicinamico (HCCA) dissolvido em aguacetonitrila e
TFA (H20-ACN-TFA 1,0:0,95:0,05), e secas em tempgeaambiente.

Os espectros de massa foram obtidos em um sistentdlex Speed
TOF/TOF, composto por uma fonte de ionizacdo MAIEDUmM analisador de
massas por tempo de voo (TOF), controlado pelovaodt Flex Control 3.3
(Bruker Daltonics, Bremen, DE). Foram adquiridosa@mulados até 500
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espectros por cada amostra depositada na placetergalo de massa/carga
(m/z) de 2.500 a 20.000, dando origem a um espeotrposto. Cada repeticao
bioldgica foi aplicada em trés pocos da placa a gago foi avaliado trés vezes.
Um total de 18 espectros compostos (2 placas x 8ogpplaca x 3
avaliacGes/poco) foi adquirido para cada isolado.

Os espectros obtidos de cada isolado foram camegad programa
MALDI Biotyper 3.0 (Bruker Daltonics), processadaslizando algoritmos
padrdes contidos no software e utilizados para@agem de um MSP, em que
picos presentes em, pelo menos, 25% dos 18 espemtropostos de cada
isolado foram incorporados ao respectivo MSP. Of#MHram identificados
com os cédigos dos respectivos isolados e submselidgmalise multivariada de

classificacdo para a obtencdo de um dendrograma.



Tabela 2 Isolados d€olletotrichumanalisados por espectrometria de massas MALDI-
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TOF
Espécies CMLE  Outro cédigo  Hospedeiro/substrato Origerh
C. gossypivar. 2318 CNPA 27 G. hirsutumfolha Santa Helena do Goias, GO
cephalosporioides 2371 CNPA 53 G. hirsutumfolha Santa Helena do Goias, GO
2372 CNPA 54 G. hirsutumfolha Primavera do Leste, MT
2374 CNPA 58 G. hirsutumfolha Primavera do Leste, MT
2375 CNPA 59 G. hirsutumfolha Mineiros, GO
2376 CNPA 60 G. hirsutumfolha Campo Verde, MT
2377 CNPA 61 G. hirsutumfolha Primavera do Leste, MT
2378 CNPA 62 G. hirsutumfolha Mineiros, GO
2379 CNPA 63 G. hirsutumfolha Mineiros, GO
2380 CNPA 65 G. hirsutumfolha Novo S&o Joaquim, MT
2381 CNPA 66 G. hirsutumfolha Novo Sé&o Joaquim, MT
2382 CNPA 69 G. hirsutumfolha Pedra Preta, MT
2383 CNPA 70 G. hirsutumfolha Itiquira, MT
2384 CNPA 71 G. hirsutumfolha Itiquira, MT
2385 CNPA 72 G. hirsutumfolha Primavera do Leste, MT
2386 CNPA 74 G. hirsutumfolha Itiquira, MT
2387 CNPA 75 G. hirsutumfolha ltiquira, MT
2388 IAC 13350 G. hirsutumfolha Piracicaba, SP
2389 IAC 12405 G. hirsutumfolha ltuverava, SP
2390 IAC 11327 G. hirsutumfolha Piracicaba, SP
2458 LAPS 341 G. hirsutumfolha Dourados, MS
C. gossypii 569 - G. hirsutum/maca Porto Alegre, RS
2324 IAC 1025 G. hirsutumfolha Campinas, SP
2325 CG1LEM G. hirsutumkemente Luis E. Magalh&es, BA
2326 CG 715 LEM  G. hirsutumkemente Luis E. Magalhées, BA
2327 CG 3 LEM G. hirsutumsemente Luis E. Magalhées, BA
2391 IAC 5393 G. hirsutum/imaca Campinas, SP
Colletotrichumsp. 2459 LAPS 30 G. hirsutumfolha Maracaju, MS
2460 LAPS 32 G. hirsutumfolha Primavera do Leste, MT
2461 LAPS 33 G. hirsutum/imaca Primavera do Leste, MT

& CML - Colecdo Micoldgica de Lavras, Universidadeldial de Lavras, Lavras, MG,
Brasil.? Estados brasileiros: BA — Bahia, GO — Goias, MSatdvGrosso do Sul, MT —
Mato Grosso, RS — Rio Grande do Sul, SP — Sao Paulo
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4 RESULTADOS
4.1 Caracterizacao morfolégica

Isolados deC. gossypiivar. cephalosporioides C. gossypiiexibiram
uma variada gama de formas e cores de colonisgtinefb uma variacdo
fenotipica natural ou efeitos da preservacdo pgaldain vitro. A taxa de
crescimento médio variou de 7-14 mm‘.]diep)ara os isolados cultivados em
MEA, e de 5,5-12 mm.dig para aqueles cultivados em BDA (Figura 1). A
temperatura mais favoravel para o crescimento raideli de 25 °C, nos dois
meios de cultura.

Isolados deC. gossypiitendem a crescer mais rapido do Qugossypii
var. cephalosporioidegm BDA, nas trés temperaturas (Figura 1A) e a@0 °
em MEA (Figura 1B). O tamanho e a forma de conigio®uzidos porC.
gossypii var. cephalosporioidese C. gossypii foram muito semelhantes,
independente do meio de cultura ou da tempera@isaconidios apresentaram
formato reto-cilindrico, afilado em direcédo a basan largura de 2,5-5 um. O
comprimento médio de conidios foi de 12,5 um, psotados cultivados em
MEA e 15 um, para isolados cultivados em BDA. Osidios avaliados
diretamente dos acérvulos das folhas da plaima,vivo, apresentaram

comprimento médio de 15 um (Figura 1C).



28

A BDA
12-
2 114 7
E 10
£ 5 %
o
E
2 5
(]
]
27
1]
g o6
57 T T T
Gc 6 G 6 6 6
20°C 25°¢ 300C
B MEA
14+
= 13
g
En
s 7
g H ]
E
g 10
¢
o
@ 94
=
%
g 8
)
cGC G GC G GC G
20°C 25°¢ 30°¢
C
ceed g H g i
MEA
G| = . . P
ceed N
BDA
€6
CGC | ]
In vivo
10 15 20 25 30

Comprimento de conidio (pm)

Figura 1 Box-plots mostrando taxas de crescimento (mmipiale isolados de
Colletotrichum gossypiivar. cephalosporioides(CGC) e Colletotrichum
gossypii(GC), em trés temperaturas (2D, 25°C e 30°C) em BDA (A) e
MEA (B); (C) comprimento de conidios de CGC e CGicados em MEA e
BDA, ou isolados de plantas sintomaticas \(ivo). As caixas mostram o
intervalo interquartil, o circulo dentro das caixapresenta a mediana, as
linhas indicam os menores e os maiores valores diScrepantes. Os
asteriscos indicarautliers
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4.2 Andlises filogenéticas

Sequéncias de DNA de ITS e TUB2 foram obtidas pagas os 26
isolados estudados neste trabalho, enquanto agrssas de GAPDH foram
geradas para cinco isolados@egossypivar. cephalosporioidesg trés isolados
de C. gossypii Andlises filogenéticas preliminares das sequéngidizando-se
Neighbor-Joining e um conjunto de dados completondenbros do complexo
de espécieLColletotrichum gloeosporioide§WEIR; JOHNSTON; DAMM,
2012) mostraram que. gossypiivar. cephalosporioides C. gossypipertencem
ao clado Colletotrichum theobromicola(dados nao mostrados). Analises
posteriores das sequéncias dos genes ITS, TUB2 RDHEA utilizando um
ndmero mais restrito de isolados de referéncidjromaram este achado (Figura
2-4).

Isolados deC. gossypivar. cephalosporioidesC. gossypiie sequéncias
de referéncia d€. theobromicoldormaram um grupo monofilético, com 61%
de suporte de bootstrap, distinto de outros mentwasomplexo de espéci€s
gloeosporioidesa arvore de ITS (Figura &J. gossypiivar. cephalosporioides
e C. gossypiiformaram dois grupos monofiléticos distintos demto clado bem
suportado deC. theobromicolanas arvores filogenéticas de TUB2 e GAPDH
(Figuras 3 e 4, respectivamente), com valores destrap variando de 54% a
68%.

As sequéncias de ITS, TUB2 e GAPDH foram combinadasalisadas
por maxima verossimilhanca, uma vez que nenhumitofdi observado entre
as topologias das arvores de genes individuaispaldgia da arvore resultante
foi semelhante a das arvores de genes individddB2Te GAPDH e os clados
contendoC. gossypiivar. cephalosporioidese C. gossypiireceberam bom

suporte de bootstrap (Figura 5).
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— CML2326 C. theobromicola clade
CML2325
CML2318
CML2324
Calletotrichum theobromicola ICMP 17814
Colletotrichum theobromicola ICMP 17927
Colletotrichum theobromicola|ICMP 17957
Colletotrichum theobromicola ICMP 17958
Colletotrichum theobromicola ICMP 18565
Calletotrichum theobromicola ICMP 18566
CML2377
| Collstotrichum theobromicola ICMP 18649
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| Colletotrichum theobromicola ICMP 17895
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CML2389

@et@trfchum theobromicola ICMP 18567 B

95, Colletotrichum kahawae subsp. kahawae ICMP 17816
Collefotrichum kahawae subsp. kahawae |CMP 17905

91, Colletotrichum asianumICMP 18580

Colletotrichum asianum ICMP 18696

Colletotrichum fructicolaICMP 18645

Colletotrichum fructicola| CMP 18581

Collelolrichum gloeosporioides |MI 356878

71, Colletotrichum siamense ICMP 17795

Colletotrichum siamense ICMP 18578

100——— Colletotrichum boninense CBS 112115

| Colletotrichum boninense CBS 123755

0.005

Figura 2 Arvore filogenética de maxima verossimilte inferida do alinhamento das
sequéncias do gene ITS rDNA, mostrando as relagde Colletotrichum
gossypiivar. cephalosporioidesColletotrichum gossypi outros membros do
complexo de espéciglolletotrichum gloeosporioidesD modelo Kimura 2-
parametros foi utilizado para a substituicdo deleuntfleos. Os valores de
bootstrapmaiores que 50% (1.000 repeticdes) estdo repesi@Eninos nos.
Colletotrichum boninens¢CBS 112115 e CBS 123755) foi utilizado como
outgroupem todas as arvores
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Figura 3 Arvore filogenética de maxima verossimilta inferida do alinhamento das
sequéncias do gene TUB2, mostrando as relacdegs Eattetotrichum
gossypiivar. cephalosporioidesColletotrichum gossyp#& outros membros do
complexo de espécigdolletotrichum gloeosporioidesD modelo Kimura 2-
parametros foi utilizado para a substituicdo deleunifdeos. Os valores de
bootstrapmaiores que 50% (1.000 repeticdes) estdo repesi@Eninos nos.
Colletotrichum boninens¢CBS 112115 e CBS 123755) foi utilizado como
outgroupem todas as arvores
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CML2388
CML 2389
CML2384 |C. gossypii var. cephalosporioides
CML2379
CML2374
- Colletotrichum theobromicola ICMP 17957
Colletotrichum theobromicolaICMP 17814
i Calletotrichumtheobromicola ICMP 17927
Colletotrichum theobromicola ICMP 17958
+ Colletotrichum theobromicola ICMP 18649
Colletotrichum theobromicola ICMP 18567
CML2324
63£ CML2325 |C. gossypii
CML2327
Colletotrichum theobromicola ICMP 18565
Colletotrichum theobromicola |ICMP 18566

61

55

Colletotrichum theobromicola|CMP 17895

100, Colletotrichum kahawae subsp. kahawae ICMP 17816
4'— Colletotrichum kahawae subsp. kahawae ICMP 17905
Colletotrichum gloeosporioides ICMP 17821
g Colletotrichum asianum ICMP 18580
Colletotrichum asianum|CMP 18696
76— Colletotrichum fructicolaICMP 18581
Colletotrichum fructicola ICMP 18645
Colletotrichum siamense ICMP 17795
Colletotrichum siamense |ICMP 18578

| Colletotrichum boninense CBS 112115
100! Colletotrichum boninense CBS 123755

0.05

Figura 4 Arvore filogenética de maxima verossimilta inferida do alinhamento das
sequéncias do gene GAPDH, mostrando as relacdes @otletotrichum
gossypiivar. cephalosporioidesColletotrichum gossyp#& outros membros do
complexo de espécigdolletotrichum gloeosporioidesD modelo Kimura 2-
parametros foi utilizado para a substituicdo deleuntfleos. Os valores de
bootstrapmaiores que 50% (1.000 repeticbes) estdo repeek@sItnos nas.
Colletotrichum boninens¢CBS 112115 e CBS 123755) foi utilizado como
outgroupem todas as arvores
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CML 2384

CML 2389
87 omL 2388 | €. gossypii var. cephalosporioides
CML 2374
CML 2379
+ Colletofrichum theobromicola ICMP 17857
Colletotrichum theobromicola ICMP 17958
5% Golletotrichum theobromicola ICMP 17814
Colletotrichum theobromicola ICMP 17927
— Colletotrichum theobromicola ICMP 18649
Colletotrichum theobromicola ICMP 18567

CML 2324
«5‘ CML 2325} C. gossypii

CML 2327
Colletotrichum theobromicoia ICMP 18565
Colletotrichum theobromicola ICMP 18566
Colletotrichum theobromicola ICMP 17895
Colletotrichum gloeosporioides IMI 356878

100r Colletotrichum asianum ICMP 18580
Colletotrichum asianum ICMP 18696
Colletotrichum fructicola ICMP 18581
Colletotrichum fructicola ICMP 18645
Calletotrichum siamense ICMP 17795
70L Colletotrichum siamense ICMP 18578

—

100L Colletotrichum kahawae subsp. kahawae ICMP 17905

Colletotrichum kahawae subsp. kahawae ICMP 17816

,—Coﬂercrrfchum boninense CBS 112115

1001 Colletotrichum boninense CBS 123755

Figura 5 Arvore filogenética de maxima verossimilba inferida a partir do
alinhamento combinado das sequéncias dos genesDN&, TUB2 e

GAPDH, mostrando as

relacdes entf@olletotrichum gossypii var.

cephalosporioidesColletotrichum gossypi outros membros do complexo
de espécie€olletotrichum gloeosporioide®© modelo Kimura 2-parametros
foi utilizado para a substituicdo de nucleotide®s. valores déootstrap

maiores que 50%

(1.000

repeticbes) estdo repreEtanos nos.

Colletotrichum boninensgCBS 112115 e CBS 123755) foi utilizado como
outgroupem todas as arvores
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4.3 Testes de patogenicidade

Plantas inoculadas co@\ gossypivar. cephalosporioides32 dias apés
emergéncia (DAE), comecaram a exibir manchas &dliarecroticas logo aos
sete dias ap6s a inoculagdo (DAI). O desenvolvimdatdoenca foi mais rapido
entre 90 e 121 DAE (58 e 89 DAI) (Tabela 3). Adgpnecrose foliar em forma
de estrela (Figura 6A) pode ser observada duradted experimento.

A morte de meristemas apicais (Figura 6B) tevaardos 76 DAE (44
DAI) e o superbrotamento apareceu, pela primeira glando as plantas
estavam com 87 dias de idade (55 DAI). Plantasfiatias, malformadas,
(Figura 6C) puderam ser observadas aos 108 DAEDEH. Os primeiros
sintomas da antracnose foliar causadaagyossypiicomecaram 83 DAE (51
DAI) e, logo, todas as plantas inoculadas exibisamomas foliares (Tabela 3).
Manchas marrons caracteristicas de antracnoseecaurrseguindo a nervura
central foliar (Figura 6D) e, sem a progresséo denda, os sintomas foram
observados até o fim do experimento (Tabela 3).

Quando as plantas foram inoculadas com 52 DAE Comossypiivar.
cephalosporioidesos sintomas de ramulose progrediram de formalbamnte,
com um desenvolvimento mais rapido entre 99 e 1AE 47 e 69 DAI)
(Tabela 3). A morte de meristemas apicais e 0 tmmento de entrends
comecaram 89 DAE (37 DAI), o superbrotamento faeskado 111 DAE (59
DAI) e a reducédo da altura de plantas 128 DAE (A8)Dquando comparadas
com plantas inoculadas com agua (Figura 6E). Plamaculadas conC.
gossypiimostraram 0s primeiros sintomas de antracnoser b8 DAE (76
DAIl) e uma pequena proporcdo manteve-se assinttend@té o fim do
experimento (Tabela 3). O isolado CML 1590 @e 'gloeosporioide'snéo
induziu sintomas da doenca em plantas de algodd@nid os testes de
patogenicidade (Figura 6F).



Tabela 3Viédia e desvio padrdo dos sintofhas ramulose (CGC) e antracnose (CG) em plantatggdeo inoculadas com isolados

deColletotrichum aos32 e 52 dias apés a emergéncia (DAE). Lavras, M&siB

Dias apos a Dias ap6s a emergéncia (DAE)
emergencia
(DAE) 49 62 72 83 90 99 108 121 130 142 160
32 CGC 2,00 2,00 2,00 2,50+0,51 2,85+0,67  3,090,7 3,40£0,88  3,85+1,04 3,90+1,07 4,15+1,04  4,25+1,07
CcG 1,00 1,00 1,00 1,19+0,40 1,69+0,48 2,00 2,00 002, 2,00 2,00 2,00
CGLO 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 ,00 1
Controle 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 ,001 1,00 1,00
52 CGC - 1,554#0,51  1,80+0,41  1,900,31 2,05+0,51 #0159  2,65+0,93  3,30+1,17 3,35+1,23 3,35+1,23  3]383
CcG - 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,53+0,521,93+0,26  1,93+0,26
CGLO - 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 01,0 1,00
Controle - 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

CGC —Colletotrichum gossypiiar. cephalosporioidesCG —Colletotrichum gossypilCGLO —Colletotrichum ‘gloeosporioides’

%0s sintomas foram classificados de acordo com airgegescala: 1 - plantas sem sintomas; 2 - plargasnecrose e manchas em
folhas jovens; 3 - plantas que apresentam manawéticas em folhas e caules, morte dos meristapiaais e entrendés encurtados;
4 - plantas com necrose e manchas nas folhas escauitrends encurtados e superbrotamento e Hitaplenostrando manchas

necroticas em folhas, entrends encurtados, suparbento e reducao no tamanho

GE
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Figura 6 Plantas de algodao com sintomas de ram@l@ntracnose. (A) tipica necrose
foliar em forma de estrela, em folhas inoculada® Gwlletotrichum gossypii
var. cephalosporioidefCGC); (B) morte do meristema apical induzida por
CGC; (C) malformacéo e superbrotamento em plamteuiada com CGC; (D)
manchas marrons caracteristicas de antracnosendegas nervuras foliares;
(E) reducéo de porte induzida por CGC e planteteshha inoculada com
agua; (F) planta saudavel
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4.4 Espectrometria de massas MALDI-TOF

Trinta isolados foram analisados por espectromd&isnassas MALDI-
TOF. Entre os sete isolados que ndo esporularasmddtes (CML 2372, CML
2387) ndo foram analisados porque produziram eggecdie massa de baixa
gualidade. Os espectros de cada isolado foram oahts em um espectro
principal que contém informacdes sobre os sinaismdessa caracteristicos
partilhados pela maioria dos isolados e que, foterde, servirdo de referéncia
para a identificagdo de. gossypivar. cephalosporioides C. gossypii.

O dendrograma gerado por espectrometria de masgdDMOF
compartilhou grupos semelhantes aos das arvoregefibticas obtidas por
sequenciamento de genes. Houve a separacdo engelamos que produzem
somente o teleomorfo, isolados ndo esporuladosladizs bem esporulados. Os
isolados teleomoérficos (CML 2459, CML 2460, CML 246compbem o
primeiro grupo e foram classificados cof@olletotrichumsp Entre os isolados
gue nao estavam esporulando no momento da arf@isee a distincdo em dois
grupos,C. gossypivar. cephalosporioide$CML 2377, CML 2379, CML 2382)

e C. gossypii(CML 2325, CML 2391) Os isolados esporulados apresentaram
trés grupos, dos quais dois representam a mesnmeiesfilogenética,C.
gossypiivar. cephalosporioide<0 terceiro grupo formado representa os isolados

esporulados classificados co@ogossypi(Figura 7).
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Figura 7 Dendrograma baseado em analises de empettia de massas MALDI-TOF,
mostrando o agrupamento dos isolados estudadasladts que produzem
somente teleomorfo. **Isolados ndo esporulados
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5 DISCUSSAO

Os objetivos maiores, neste estudo, foram testap@ese de qu€.
gossypii var. cephalosporioides C. gossypiisdo dois patdgenos distintos e
compreender as relacfes filogenéticas entre adisslobtidos de folhas, maca
e sementes de algoddo. A proposta foi utilizagéida multigene e a correlacéo
entre 0 genétipo e o fenétipo (CAl et al. 2009).

Os agentes etioldgicos que causam as doencas smneibntracnose do
algodéao no Brasil pertencem a duas linhagens filéigas distintas dentro do
complexo de espécie€olletotrichum gloeosporioidesEm estudo anterior,
utilizando isolados provenientes de plantas dalfarivlalvaceae, Bailey et al.
(1996) utilizaram sequéncias curtas do gene rRNASZle o dominio D2 do
gene 28S) e também observaram duas linhagens,ansisleraranC. gossypii
var. cephalosporioides ‘C. gossypii como coespecificas, devido a pequena
divergéncia das sequéncias entre elas. Nenhum dadpatogenicidade foi
fornecido por estes autores e somente trés isolaoiidos de algodao foram
utilizados. Mais tarde, Silva-Mann et al. (2005)\adram padrdes de bandas
diferentes paraC. gossypiivar. cephalosporioidese ‘C. gossypii, utilizando
marcadores AFLP, porém, os resultados foram basead@penas dez isolados.
Esse tipo de abordagem, estudo de populagdesymeqie nimero de isolados
de diferentes regides.

Nos testes de patogenicidade, isolados @e gossypii var.
cephalosporioidesomecaram a induzir sintomas da doenca uma seapgisaa
inoculacdo e os progressos da ramulose foram santethaos observados em
ensaios de campo (MONTEIRO et al. 2009), o queltmswnnuma elevada
propor¢do de plantas de algodao atrofiadas e madfteis, ao final dos periodos
de avaliagdo, especialmente as plantas inoculageis32 DAE (Tabela 3).

Entretanto, plantas inoculadas cdi gossypiiinduziram sintomas foliares
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tardios que nao progrediram para outras partedamdap Ambos os patdgenos
sdo considerados importantes agentes de tombamernitintulas (TANAKA,
MENTEN; MACHADO, 1996), mas experimentos de inogéla em sementes
nao foram realizados para confirmar a patogenieidad

Todos os isolados d€. gossypiivar. cephalosporioide® C. gossypii
agruparam dentro do clado delimitado recenteméhtéheobromicolg ROJAS
et al., 2010; WEIR; JOHNSTON; DAMM, 2012), nas ase% filogenéticas,
mas mantiveram-se como dois subclados distintosaneses filogenéticas de
TUB2, GAPDH e arvore combinada (Figura 3, 4 e 3)tr@subclado com bom
suporte foi formado no interior do cla@o theobromicolana arvore filogenética
de cinco genes obtida por Weir, Johnston e Damm2(20mas estes efeitos
foram todos devido a sua proximidade filogenética.theobromicola agora
definido, também inclui isolados de referéncia @e fragariae e C.
gloeosporioidesf. stylosanthis dois patdgenos de plantas aparentemente
especificos aos hospedeiros associados a morangoStydsanthes
respectivamente (BUDDIE et al.,, 1999; MUNAUT,; HAMBE; MARAITE,
2002).

Foi confirmado que a regido ITS ndo tem resolugficiente para a
distincdo de espécies do gén&ulletotrichum assim como ja observado para
C. gloeosporioideCANNON; BUDDIE; BRIDGE, 2008). Os nomes dos
patdégenos do algoddo foram mantidos, uma vezQuiheobromicolaainda
pode ser separado em novas espécies ou variedasessera possivel se a
especificidade de hospedeiros de isolados patam@rde plantas puder ser
confirmada apods inoculag@es cruzadas (WEIR; JOHNSTIAMM, 2012).

As avaliagbes dos caracteres culturais e morfad8gitais como o
tamanho de conidios e a taxa de crescimento, fogatizadas em combinacéo
com diferentes meios de cultura e de temperatura as espécies estudadas.

Todos os isolados apresentaram grande variacatdmao entdo, a morfologia
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nao foi informativa para categorizar os isoladogye foi possivel ser observado
em outras espécies @olletotrichum(PHOULIVONG et al., 2010; ROJAS et
al., 2010). Os caracteres morfolégicos ndo foragms (o presente estudo, uma
vez que nao foi possivel identificar qualquer mdocamorfolégico. Mais
recentemente, estudos moleculares avancados raostearcomplexidade para
distinguir espécies filogenéticas a partir de estushorfolégicos (CROUCH et
al., 2009; ROJAS et al., 2010).

O nome deColletotrichum gossypig atualmente aplicado ao agente
etiolégico da antracnose do algoddo no Brasil, bage na similaridade dos
sintomas aos da doenca descrita nos EUA (ATKINSORNO1;
SOUTHWORTH, 1890). O agente etioldgico da ramulfisie nomeadoC.
gossypii var. cephalosporioidesdepois de ser considerada uma forma mais
agressiva deC. gossypii por Costa e Fraga Jr. (1939). gossypiivar.
cephalosporioide® um nome vélido associado a um material tipotexxis
(IAC 1584, Maio, 24, 1936) (VIEGAS, 1946), enquantaomeColletotrichum
gossypii é incerto, uma vez que nenhum material tipo estgodivel para
comparacdes e estudos filogenéticos (HYDE et @GD9R

A analise por espectrometria de massas MALDI-TQIEda uma nova
era na rotina dos laboratoérios que trabalham cayndise de microrganismos,
demonstrando ser eficaz na identificacdo de espddmgicas e facilitando o
diagnostico DE RESPINIS et al.,, 2010). Os MSPs gerados nedied@s
demonstraram que os isolados possuem proteinasinformacédo suficiente
para distincdo entre as espédlegjossypivar. cephalosporioideg C. gossypii.

A separacdo das espécies filogenéticas em grumbisitods na analise por
MALDI-TOF ndo inviabiliza a utilizacdo da andliseopedmica, uma vez que o
intuito é fazer o diagnéstico das doencgas recasent algodoeiro, ramulose e
antracnose. Inicialmente, as andlises foram reklzgara verificar a eficacia

em separar as espeécies filogenéticas e compor oo lole dados.
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Os resultados obtidos neste estudo dao suportgefifdsico para a
distincdo feita mais de 70 anos atras das duasaforde Colletotrichum
causando diferentes doencas em algoddo no Bra@B5T@&; FRAGA JR.,
1939). A ramulose é uma das doencas mais impostantecultivos de algodao
no Brasil e a correta identificacdo do seu agetitddgico durante testes de
rotina de sanidade de sementes é um requisito agiwdapreencher. A
disponibilidade de marcadores filogenéticos obtidopartir de isolados de
referéncia com a patogenicidade conhecida, a p#ette estudo, serd util no
desenvolvimento de ensaios baseados em PCR casfifar@ a diagnose d&

gossypiivar.cephalosporioideem amostras de sementes.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Inicialmente, houve a hipétese de que a ramuloseamtracnose do
algoddo sdo causadas por agentes patogénicostadisttbom o auxilio da
metodologia empregada, analises filogenéticasedesie patogenicidade e
analises protedmicas, foi possivel confirmar a teip® queC. gossypiivar.
cephalosporioides C. gossypisdo duas linhagens filogenéticas distintas.

Com a formacdo de novas colecdes de isolados dificagdo deC.
gossypii nos EUA, sera possivel uma definicdo taxondmicas rpegcisa dos
agentes patogénicos da antracnose, de acordo cooormgitos atuais de
espécies d€olletotrichum Ainda sera preciso verificar se 0 agente eticdgi
da antracnose no Brasil €, de fato, o mesmo dos EUA

O préximo passo € a aplicagdo do conceito de esp@cidgica por
meio de cruzamentos e o desenvolvimento de pratecphra a deteccéo
baseada em PCR também devera ser aplicado conolados estudados. E
possivel vislumbrar a aplicacdo de espectromegiandssas MALDI-TOF a
partir de material vegetal, tornado-a uma andliseratina. Novos testes de
patogenicidade devem ser conduzidos com a incldedisolados pertencentes
ao cladoC. theobromicolacom inoculacdes cruzadas em plantas de cacau e
algodéao.

Os resultados obtidos, juntamente com os resultdgingsos, terdo
importancia para a identificacdo de espéciedhietotrichumassociadas ao
algodao, a quarentena, os programas de melhoramemiantas e 0 manejo e o
controle de doencas.

Grande parte dos resultados obtidos nesse estudiocfoida em um
manuscrito submetido a revista Phytopathologytullatiio Ramulosis of cotton
is caused by a distinct phylogenetic lineage withive Colletotrichum
gloeosporioides species complale autoria Maria Eloisa Salustiano, Marina
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Nunes Rondon, Lucas M. de Abreu, Sarah da SilvataCaksé da Cruz
Machado e Ludwig H. Pfenning, em parceria com ookatdrio de Patologia de

Sementes da UFLA, com dedicac¢éo exclusiva da DasiaMEloisa Salustiano.
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7 CONCLUSAO

N&o foi possivel determinar marcadores morfoldgicasa a distincdo
das duas linhageng olletotrichum gossypiie Colletotrichum gossypiivar.
cephalosporioides.

Colletotrichum gossypiivar. cephalosporioidesé uma linhagem
filogenética distinta d€olletotrichum gossypiie ambas agrupam-se no clado
Colletotrichum theobromicolabaseado nas analises filogenéticas de TUB2 e
GAPDH.

A regido ITS nado apresenta sitios informativos amero suficiente
para a diferenciacdo das duas linhage®@yplletotrichum gossypii e
Colletotrichum gossypiiar. cephalosporioides.

Colletotrichum  gossypii e  Colletotrichum  gossypii var.
cephalosporioidessdo patdogenos do algodoeiro e reproduzem sintomas
especificos apoés inoculacao.

A andlise protedmica por espectrometria de massad DMTOF
mostrou ser uma técnica viavel para a deteccdocifispe das linhagens
Colletotrichum gossypi Colletotrichum gossypirar. cephalosporioidescom a
vantagem de ser rapida e de facil realizacao.
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