UNIVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGROECOLOGIA
CURSO DE MESTRADO EM AGROECOLOGIA

LEONARDO DE JESUS MACHADO GOIS DE OLIVEIRA

ORGANIZACAO, CONSERVACAO E INFORMATIZACAO DA MICOTECA
“PROF.° GILSON SOARES DA SILVA” DA UNIVERSIDADE ESTADUAL DO
MARANHAOQO.

Séo Luis - MA
2016



LEONARDO DE JESUS MACHADO GOIS DE OLIVEIRA

Engenheiro Agronomo

ORGANIZACAO, CONSERVACAO E INFORMATIZACAO DA MICOTECA
“PROF.° GILSON SOARES DA SILVA” DA UNIVERSIDADE ESTADUAL DO
MARANHAOQO.

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pds-Graduacdo em  Agroecologia da
Universidade Estadual do Maranhdo, como
requisito parcial a obtencdo do grau de
Mestre em Agroecologia.

Orientador(a): Prof2 Dr.2 Antonia Alice
Costa Rodrigues

Séo Luis - MA

2016



LEONARDO DE JESUS MACHADO GOIS DE OLIVEIRA

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pds-Graduacdo em  Agroecologia da
Universidade Estadual do Maranhdo, como
requisito parcial & obtengdo do grau de
Mestre em Agroecologia.

Orientador: Prof. Dr.2 Antonia Alice Costa
Rodrigues.

Aprovada em: 07 / 10/ 2016

Comisséo Julgadora:

Profa. Dr.2 Antonia Alice Costa Rodrigues - Universidade Estadual do Maranh&o
(Orientadora)

Prof. Dr. Gilson Soares da Silva - Universidade Estadual do Maranhdo

Profa. Dr.2 Maria Claudene Barros - Universidade Estadual do Maranhéo

Séo Luis
2016



Ao Senhor Deus, alicerce de minhas atitudes aqui na
Terra, Aos meus pais, Iris e Manoel pelo amor e
esforco a mim dedicados, Aos meus irméos Leonam,
Débora e Diego e as irmds de coragdo Bruna e
Adriana.

DEDICO!



AGRADECIMENTOS
A Deus, por ter me guiado e removido todos os obstaculos do meu caminho.
A Prof® Dra. Antonia Alice Costa Rodrigues, pelos ensinamentos, incentivos e amizade, nesse
processo téo importante da minha vida que foi o Mestrado.
A Universidade Estadual do Maranhdo, por meio da Coordenacdo do Programa de Pos-
Graduacdo em Agroecologia, pela oportunidade e espagco concedido para a realizagéo deste
curso.
A CAPES pela concessdo da bolsa de estudo e a FAPEMA pelo financiamento desta
pesquisa.
Ao Prof. Dr. Gilson Soares da Silva pelos seus ensinamentos e contribuicdo para
Fitopatologia Maranhense e Brasileira;
A Prof® Dr2, Maria Claudene Barros e equipe do Laboratério de Genética e Biologia
Molecular da Universidade Estadual do Maranh&o, Campus Caxias pelo sequenciamento de
DNA dos isolados fungicos;
A equipe do Laboratério de Genética - Labwick, da Universidade Estadual do Maranhéo,
Campus S&o Luis e ao Pablo Santos, do Centro de Processamento de Dados, na ajuda para a
construcdo do site da Micoteca;
Aos meus pais, Manoel Gois de Oliveira e Iris de Jesus Machado de Oliveira, pelo carinho e
amor incondicional.
A todos meus familiares pelo apoio e forca. Aos meus irmaos, Diego, Débora e Leonam e
irmas de coracdo Adriana, Bruna e Raimunda, as minhas tias Terezinha, Conceicdo e Hilda
pelo convivio.
Aos amigos do Laboratério de Fitopatologia Erlen, Elys Regina, Francisco, Gustavo,
Elizabeth, Ivaneide, Neto, Mdnica, Diogo, Leticia, Natalia, Pedro, Rafael pelo convivio e
ajuda para realizacdo deste trabalho;
Aos professores de Graduacdo e Pos-graducdo em Agroecologia da UEMA pelos
ensinamentos, e incentivo a mim direcionados;
A todos os amigos dos cursos de Mestrado e Doutorado em Agroecologia da turma 2014.
Aos amigos em especial Elys Regina, Laura, ldayanne, Raimundo Nonato, Keneson, Joice,
Elizabeth, Josilene, Erlen, Gustavo que sempre estiveram ao meu lado, pela amizade e
momentos descontraidos que ficaram pra sempre em minha memdria.
Aos funcionarios do Programa de Pos-graduacdo em Agroecologia que sempre ajudam em
especial, Neto e Rayanne. A todos aqueles que contribuiram de alguma forma para realizacédo

desta pesquisa. Enfim, reitero a todos a minha gratiddo. Muito Obrigado!



1.0
2.0
2.1
2.2
2.3
23.1
2.3.2
2.3.3
234
2.3.5
2.3.6
2.4
2.5
3.0
3.1
3.2

3.3

3.4

3.5
3.6
3.6.1
3.5.2
3.5.3

SUMARIO

LISTADE FIGURAS. ...ttt
LISTADE TABELAS ..ottt
LISTA DE ABREVIATURAS........oo ittt
RESUMO ... ettt et e e nnaeas
ABSTRACT ..ottt ettt ettt ettt re et st ene e
LNEI0] 5161070 IO
REVISAO DE LITERATURA. ...t
Convencdo sobre a Diversidade Bioldgica (CDB)........cccccevvveveieiniiesieiennn
Colectes de Culturas BIOIOGICAS. .........ervruerueieerienierieine e
Métodos de Conservagao doS FUNQOS.........ccuviveieeieerie e
RePICAgEM CONLINUA........ceiiieieiiie e
Manutencio em Agua Destilada Esterilizada ou Método de Castellani..........
Manutencao em Ole0 MINEIal.............cvvovceieieeeeieeeeee s,
Manutengdo em Congelamento COMUM...........ccceceiieiecie i
Conservagdo em S0I0 ESLEril..........cooiiiiiiiiiiie e
LIOTIIZAGAOD. ... s
Caracterizagdo Molecular doS FUNQGOS.........cceieiiiiiiiinisieiee e
Informatizacao e acesso aos dados de colegdes bioldgicas.............ccccveveneen.
MATERIAL E METODOS..........oiveiieeeeeeeteeteseeenseesesesssses s sanas s
Local do EXPEIIMENTO......ccueiiiiieiiecie ettt
Obtencao dos isolados fingicos fitopatogénicos mantidos na Micoteca“‘Prof.°
Gilson S0ares da SilVa”.......ccciiiiiiiiie e
Caracterizagdo morfologica dos fungos fitopatogéncios da Micoteca “Prof.°
Gilson Soares da Silva™ ..o
Recuperacdo dos isolados fungicos mantidos na Micoteca“Prof.°Gilson
S0ares da STIVA” .. ..uiiiiii e
Cadastro dos isolados fitopatOgENICOS...........coveveeieiicie e
MELOAOS 0B PrESEIVAGAD. ... .uiiviiieeiieiieiesee sttt
RepICAgEM CONTINUA. .......oiveiiiiiiiiitieiee e
CASTEITANT. ...

Preservagao M SOM0........ccui i s



3.6.4
3.6.5
3.6.6
3.7
3.8
3.8.1
3.8.2
3.8.3

4.1
4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

(O] 1=Y 30, L1371 1 OO
CONGEIAMENTO. ...t
10 1 174 o Lo OSSR
Documentacao e Informatiza¢ao da Micoteca “Prof. Gilson Soares da Silva”
Identificacdo molecular de isolados dos principais géneros de fungos...........

EXEragio de DINAL. ... .o
Amplificacdo da regido ITS do IDNA........coi i

Anadlises filogenéticas e construcdo de Matriz de divergéncia genética dos

Colecdo de Culturas de Fungos Fitopatogénicos e Métodos de Conservacéo.
Recuperacdo dos isolados fungicos mantidos na Micoteca“Prof. Gilson
S0ares da STIVa” .. .c.uiiiiiii i

Documentagao e Informatizacdo da Micoteca “Prof.° Gilson Soares da

Identificacdo morfologica dos fungos fitopatogénicos da Micoteca “Prof.°
Gilson Soares da Silva™........ccooiiiiiiiii s
Identificacdo molecular dos fungos fitopatogénicos da Micoteca “Prof.°
Gilson Soares da Silva™........ccoeiiiiiii s

Amplificacdo e analise filogenética da regido ITS do rDNA dos isolados
fungicos da Micoteca “Prof.° Gilson Soares da Silva” ...,
CONSIDERAGCOES FINAIS. ...

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ..o oo
ANEXOS .o e oo e et et r e e et e et e e e et e et e e e et e e er e et e ereranes

Vi

35
36
36
37
37
37

53

53

53

60

64



Vil
LISTA DE FIGURAS
Paginas
Figura 1. Representacdo esquemaética do espacador transcrito interno (ITS), a
unidade repetitiva ribossomal nuclear utilizada para descrever os fungos ao nivel da

espécie e as setas indicam a posi¢édo dos iniciadores (primers) usados nas reagdes de
PCR e aregido amplifiCada..........ccccoveiiiiiiieiecic e 29

Figura 2. Projetos relacionados ao Centro de Referéncia em Informagao Ambiental-
CRIA (SpeciesLink e SICol) com representacdo da pagina do SpeciesLink e
esquema de acesso aos dados do SICOL...........ccccvviiiiiiiece e 32

Figura 3. Métodos de preservacao empregados na Micoteca Prof.° Gilson Soares da
N L7 TSP 57
Figura 4. Representacdo dos métodos de preservacdo empregados na Micoteca
“Prof. Gilson Soares da Silva”. A- Método do Repique Continuo, B- Preservacdo
em Solo, C- Congelamento, D- Preservagdo no método de Castelani, E- Método de
Liofilizagdo, F- Método de Preservacdo em Oleo Mineral...........c.ccccooocuvvevvenrcennnse, 57
Figura 5. Colbnias recuperadas de Fusarium oxysporum A- MGSS 09: Fusariun
oxysporum f. sp. cubense. Hospedeiro: Bananeira. Preservado desde 2011.B-.MGSS
14: Fusarium oxysporum f. sp. cubense. Hospedeiro: Heliconia.Preservado desde
2011. C-MGSS 10: Fusarium oxysporum f. sp.vasinfectum. Hospedeiro: Quiabeiro.
Preservado desde 2011. D- MGSS 43. Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. E.-

MGSS 103. Fusarium oxysporum f. sp. passiflora. Hospedeiro: Maracuja.............. 61
Figura 6- Col6nias de isolados recuperados do género Fusarium...........c.cceeervrnnnnns 61
Figura 7. Colonias de isolados recuperados do género Aspergillus............ccccevenenee. 62
Figura 8. Colbnias de isolados recuperados dos géneros Colletotrichum e
Y Y 0T oT T o o USSR 62
Figura 9. Caracteristicas das col6nias de isolados recuperados dos géneros
Penicillium, Curvularia, Phomopsis, Gliocladium, Chaetomium,
R3] (=1 010 )72 1T o PSS SPS 63
Figura 10. Caracteristicas das col6nias de isolados recuperados do género
LI [0d 10T (=1 ¢ - SR 63
Figura 11. Caracteristicas das colbnias de isolados recuperados dos géneros
Corynespora € Chalara. ... 64
Figura 12. Caracteristicas das col6nias de isolados recuperados dos géneros
Beauveria e Isaria. A- MGSS 87. Beauveria bassiana............cccocevereneieneneniennnnn 64
Figura 13. Caracteristicas das col6nias de isolados recuperados do género
Rt L[ L T0] 01 1T PSSP 64
Figura 14. Pagina que mostra o Campo Institucional do site sobre o historico,
Misséo e Direitos de Propriedade da MICOECA.........cccoveriererieiininiieeeeee e 66
Figura 15. Pagina dentro campo Institucional na se¢cdo Equipe que mostra nome e
fungéo de quem atua Na MICOTECA. .........eiiiiiriiiieie e 67

Figura 16. Solicitacfes. Formularios (Pedido de Amostras, Pedido de Identificacdo
e Pedido de Incorporagdo de Culturas fingiCas).........ccccuvrvririeriereieiene s 67



Figura 17. Pagina que estabelece a busca ao acervo da Micoteca das espécies
fangicas a partir do género, nome de espécie, nome de doencas ou nome de

NOSPEUBIIDS. ...ttt bbb 68
Figura 18. Pagina que mostra resultados da pesquisa realizada para o género
LN L] T U - USRS TP PR 69
Figura 19. Informacdes referentes a espécie escolhida com fotos da colbnia,
estruturas microscopicas e sintomas N0 hOSPEdeIro..........cccvevvieereerecie e 70
Figura 20. Pagina que mostra Titulo, fonte de Financiamento, Periodo, Aluno e
descricdo dos projetos relacionados @ MICOTECA..........c.covvieriiiiiieieieree e 71
Figura 21. Pagina destinada a divulgacdo de Cursos e Eventos na éarea de
Micologia, Microbiologia, FItopatologia...........cevveiiereiieiieese e 72
Figura 22. Formas de contatos da Micoteca “Prof. Gilson Soares da
STIVA e e e e e e e e ——r e e s et ar e e e e aarraaeeannes 73
Figura 23. Col6nia e estruturas micromorfologica do isolado MGSS 178. MGSS
178. A. Colbnia, B.-C. esporos, D. conidios em cadeia...........cccccevvevriveieenineriennnnn, 75
Figura 24. Coldnia e estruturas micromorfologica do isolado MGSS 184 da espécie
AREINAITA AITEINALA........cceeieeie e b e nes 75
Figura 25. MGSS 87. Caracteristicas morfoldgicas de Beauveria bassiana............ 76

Figura 26. MGSS 83. Caracteristicas morfologicas de Chaetomium fuscum.
Caracteristicas morfoldgicas de Chaetomium A. Coldnia, b. ascosporos, C. Cabelos
ASCOMAL D). ASCOIMA. ... .eiiiiiieiee ettt ettt ettt e b e e e nne e nn e e be e nne e 77
Figura 27. MGSS 180. Caracteristicas morfolégicas de Cladosporiun
cladosporioides. Caracteristicas morfologicas de Cladosporium. A. Colénia. B.
Conidio unicelular. C-D. ConidiOfOr0S.........c.couirieriniiie i 78
Figura 28. Caracteristicas morfoldgicas de Colletotrichum musae e Colletotrichurr
gloeosporioides. ~ MGSS 85. A.  Col6nia, B.  Apressorio. C-D.

(0] 1o [T 13RS 79
Figura 29. Caracteristicas morfoldgicas de Colletotrichum gloeosporioides de dois

1510 - o [0 1SR 80
Figura 30. Caracteristicas morfologicas de Colletotrichum gloeosporioides de dois

] 0] F= o (o1 F SRS 80
Figura 31. MGSS 93. Caracteristicas morfoldgicas de Corynespora cassiicola......... 81
Figura 32. MGSS 29. Caracteristicas morfoldgicas de Curvularia eragrostidis........ 82
Figura 33. MGSS 115. Caracteristicas morfoldgicas de Curvularia sp........c..ccco...... 82
Figura 34. MGSS 172. Caracteristicas morfolégicas de Curvularia lunata............... 82
Figura 35. Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 54...........ccccoveviienennnne 84
Figura 36. Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 61............ccccvvvvirininnennn. 84
Figura 37. Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 68............cccccceeveeiieennnnen. 84
Figura 38. Caracteristicas morfolédgicas do isolado MGSS 157.........ccccceeeveeiecnenee. 85
Figura 39. Caracteristicas morfolégicas do isolado MGSS 194. ..........cccccevveeivevnnnne. 85
Figura 40. Caracteristicas morfolégicas do isolado MGSS 66.............ccccceveveeiecnennne. 85
Figura 41. Caracteristicas morfologicas do isolado MGSS 141, .......cccccovvviirinnnnne. 86
Figura 42. . Caracteristicas morfologicas do isolado MGSS 71...........ccccocvvirvnnnnnnn. 86

Figura 43. Caracteristicas morfologicas do isolado MGSS 159..........ccccvvniiininnnnne. 86

viii



Figura 44. Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 01..........ccceovievecniiennnns
Figura 45. Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 14..........ccccocevvviicincnnnne
Figura 46. Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 65..........c.cocecvneiiniinnninn
Figura 47. Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 118..........cccceoviieincnnnn
Figura 48. Caracteristicas morfolégicas do isolado MGSS 155...........ccceveveveennnne.
Figura 49. Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 182. .........ccccccevvvvevnenen.
Figura 50. Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 117........cccccoevveveiieinnenne.
Figura 51. Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 138............cccccveveevievnnenee.
Figura 52. Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 149..........ccccovvivincnnne.
Figura 53. . Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 123...........c.cccoeeviiinnnns
Figura 54. Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 176..........cccccovevreivncnnne
Figura 55. . Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 192...........ccccoovveinennnnee
Figura 56. Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 143...........ccccovevevvenenen.
Figura 57 Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 106............cccceeeeeieinennen.
Figura 58. Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 62.............ccccevvevvveviecnnnen.
Figura 59. Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 80.............cccccvvevevivenenee.
Figura 60. Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 152..........cccccovvrviennnnne.
Figura 61. Arvore filogenética dos isolados Alternaria spp. derivados de
sequéncias do gene de ITS de acordo com o método estatistico Maxima
Verossimilhanga (ML) e com base em 1000 réplicas de bootstrap. Distancias
evolutivas foram calculados utilizando 0 modelo Jukes-Cantor (JC)..........cccevevveennne
Figura 62. Arvore filogenética de isolado MGSS 87 do género Beauveria derivados
de sequéncias do gene de ITS de acordo com o0 método estatistico Maxima
Verossimilhanca (ML) e com base em 1000 réplicas de bootstrap. Distancias
evolutivas  foram  calculados  utilizando o  modelo  Jukes-Cantor

Figura 63. Arvore filogenética do isolado MGSS 83 Chaetomium fuscum derivado
de sequéncias do gene de ITS de acordo com o método estatistico Maxima
Verossimilhanca (ML) e com base em 1000 réplicas de bootstrapping. Distancias
evolutivas foram calculados utilizando 0 modelo Jukes-Cantor (JC)..........cccvevveennee.
Figura 64. Arvore filogenética de Maxima Verossimilhanca (ML) do género
Cladosporium baseado no modelo Jukes-Cantor. A arvore de consenso de bootstrap
inferida a partir de 1000 repeti¢cdes. Valores menores que 50 % de bootstrap foram
colapsados. Analises foram realizadas no MEGA 6. Cercospora beticola
CPC11557- (n° de acesso no Genbank: AY840527 — para ITS) foi utilizado como
(01U (0 {0 o SO PSRR
Figura 65. Arvore filogenética pelo Método de Méaxima Verossimilhanga com base
no modelo Jukes-Cantor para o género Colletotrichum. A arvore consenso de
bootstrap inferida a partir de 1000 repeti¢des. Ramos correspondentes as parti¢oes
reproduzidas em menos de 50 % de bootstrap estdo colapsadas............cccccvevveiveennen.
Figura 66. Arvore filogenética de Méxima Verossimilhanca (ML) do género
Cladosporium baseado no modelo Jukes-Cantor. A arvore de consenso de bootstrap
inferida a partir de 1000 repeticdes. Valores menores que 50 % de bootstrap foram
colapsados. Analises foram realizadas no MEGA 6. Corynespora leucadendri

89

112

114

116

118

122



KF251150 — para ITS), Corynespora endiandrae KP004450, Corynespora olivacea
(FJ852595) foram utilizad0S COMO OULGIOUP. ..ceveevrrrierieeieaiesiieries e e e e e iesreesieeieas
Figura 67. Arvore filogenética pelo Método de Maxima Verossimilhanca (ML)
com base no modelo Jukes-Cantor derivadas do gene ITS para o género Curvularia.
A arvore consenso de bootstrap inferida a partir de 1000 repeticdes. Bipolaris
heveae (AB179835) foi utilizado COMO OULGIOUP. ......cveveerireieiriesieeie e
Figura 68. Arvore filogenética pelo Método de Maxima Verossimilhanca (ML)
com base no modelo Jukes-Cantor derivadas do gene ITS para o género Fusarium.
A arvore consenso de bootstrap inferida a partir de 1000 repeticdes. Microdochium
nivale JN642711 e Fusarium dimerum EU926284 foram utilizados como
(01U (0 {0 U] o OSSPSR
Figura 69. Arvore filogenética de Maxima Verossimilhanca (ML) do género
Lasiodiplodia baseado no modelo Kimura 2 parametros. A arvore de consenso de
bootstrap inferida a partir de 1000 repeti¢cdes. Andlises foram realizadas no MEGA
6. Neoscytalidium dimidiatum GU251106 — para ITS), Tiarosporella urbis-rosarum
JQ239408) foram utilizados COMO OULGIOUP. ....cveevveiiieirieiesie et
Figura 70. Arvore filogenética de Maxima Verossimilhanca (ML) do género
Metarhizium baseado no modelo Jukes-Cantor. A &rvore de consenso de bootstrap
inferida a partir de 1000 repeticdes. Andlises foram realizadas no MEGA 6.
Aschersonia placenta (DQ365845) — para ITS foi utilizado como outgroup. .............
Figura 71. Arvore filogenética de Maxima Verossimilhanca (ML) do género
Myrothecium baseado no modelo Kimura 2 parametros para o gene ITS. A arvore
de consenso de bootstrap inferida a partir de 1000 repeticdes. Analises foram
realizadas no MEGA 6. Bionectria ochroleuca KF055399 foi utillizado como
(010100 TUT o JO OSSPSR
Figura 72. Arvore filogenética de Maxima Verossimilhanca (ML) do género
Neoscytalidium baseado no modelo Jukes-Cantor para o gene ITS. A arvore de
consenso de bootstrap inferida a partir de 1000 repeticOes. Andlises foram
realizadas no MEGA 6. Lasiodiplodia parva (KF766192) foi utilizado como
(010170 (01U o F USSR
Figura 73. Arvore filogenética de Maxima Verossimilhanca (ML) do género
Nigrospora baseado no modelo Jukes-Cantor para o gene ITS. A arvore de
consenso de bootstrap inferida a partir de 1000 repeticdes. Andlises foram
realizadas no MEGA 6. Gelasinospora udagawae (AB640864) foi utilizado como
(01U (0 {0V o OSSPSR

Figura 74. Arvore filogenética de Maxima Verossimilhanca (ML) do género
Phoma baseado no modelo Kimura 2 parametros para o gene ITS. A arvore de
consenso de bootstrap inferida a partir de 1000 repeti¢des. Analises foram
realizadas no MEGA 6. Aschochyta hordei var. hordei (GU237887) foi utillizado
como outgroup. Didymella — fase sexuada (Teleomorfo), Phoma - fase assexuada
(AN Q=1 4o {0 ) SRR

Figura 75. Arvore filogenética de Maxima Verossimilhanca (ML) do género
Phomopsis baseado no modelo Kimura 2 parametros para o gene ITS. A arvore de

125

127

130

135

138

140

142

145

147



consenso de bootstrap inferida a partir de 1000 repeticOes. Andlises foram
realizadas no MEGA 6. Valsa mali var. pyri (GU174589) foi utillizado como
outgroup. Diaporthe- fase sexuada (Teleomorfo), Phomopsis- fase assexuada
(N g =0T ] {0 ) TSRS
Figura 76. Arvore filogenética de Maxima Verossimilhanca (ML) do género
Gongronella baseado no modelo Tamura 3 parametros (T92) para o gene ITS. A
arvore de consenso de bootstrap inferida a partir de 1000 repeticdes. Analises foram
realizadas no MEGA 6. Absidia anomala (JN205815) foi utillizado como
(01U (0 {0 U] o S PSPRPSS
Figura 77. Observacdo macro e micromorfologica de Gongronella butleri e do
iIsolado MGSS 123 A — Colonia de Gongronella butleri. B. Esporangio. C) colonia
do isolado MGSS 123; D) Conidios do isolado MGSS 123.; E) Concentracdo de
Conidios de Trichoderma sp

150

152

Xi



TABELA1 -

TABELA 2 -

TABELA 3 -

TABELA 4 -

TABELAS -

TABELAG -

TABELA 7 -

TABELA 8 -

TABELA9 -

TABELA 10 -

TABELA 11 -

TABELA 12 -

TABELA 13 -

TABELA 14 -

TABELA 15 -

TABELA 16 -

LISTA DE TABELAS

Distribuicdo das Cole¢bes de Culturas Microbianas no
Continente Americano no WDCM, 2016.

Sequéncias utilizadas para analise de filogenia e geracéo da
matriz de divergéncia genética.

Quantificacdo da colecdo de fungos fitopatogénicos da
Micoteca “Prof.° Gilson Soares da Silva” - Laboratorio de
Fitopatologia/UEMA preservados em seis métodos. S&o
Luis, 2013.

Resumo das caracteristicas morfologicas de isolados do
género Fusarium.

Resumo das caracteristicas morfoldgicas de 15 géneros de
fungos fitopatogénicos.

Comparagao das sequéncias dos isolados da Micoteca “Prof.
Gilson Soares da Silva” e de sequéncias depositadas no
Genbank.

Matriz de divergéncia genética através do gene ITS para as
espécies do género Alternaria.

Matriz de divergéncia genética através do gene ITS para as
espécies do género Beauveria.

Matriz de divergéncia genética através do gene ITS para as
espécies do género Chaetomium.

Matriz de divergéncia genética através do gene ITS para as
espécies do género Cladosporium.

Matriz de divergéncia genética atraves do gene ITS para as
espécies do género Colletotrichum.

Matriz de divergéncia genética através do gene ITS para as
espécies do género Corynespora.

Matriz de divergéncia genética através do gene ITS para as
espécies do género Curvularia.

Matriz de divergéncia genética através do gene ITS para as
espécies do género Fusarium.

Matriz de divergéncia genética atraves do gene ITS para as
espécies do género Lasiodiplodia.

Matriz de divergéncia genética através do gene ITS para as

Paginas
20

39

55

99

103

109

112

115

117

119

124

126

128

132

136

138

Xii



TABELA 17 -

TABELA 18 -

TABELA 19 -

TABELA 20 -

TABELA 21 -

TABELA 22 -

espécies do género Metarhizium.

Matriz de divergéncia genética através do gene ITS para as
espécies do género Myrothecium.

Matriz de divergéncia genética atraves do gene ITS para as
espécies do género Neoscytalidium.

Matriz de divergéncia genética atraves do gene ITS para as
espécies do género Nigrospora.

Matriz de divergéncia genética atraves do gene ITS para as
espécies do género Phoma.

Matriz de divergéncia genética através do gene ITS para as
espécies do género Phomopsis.

Matriz de divergéncia genética atraves do gene ITS para as
espécies do género Gongronella.

140

144

146

148

150

152

Xiii



Xiv

LISTA DE ABREVIATURAS

ARSEF—Agriculture Research Service of Entomopathogenic Fungi, USDA, Ithaca, NY.

UAMH—University of Alberta Microfungus Collection and Herbarium, Edmonton, Alberta,
Canada.

CBS - Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Netherlands;

CMM - Culture Collection of Phytopathogenic Fungi “Prof. Maria Menezes”, Universidade
Federal Rural de Pernambuco, Recife, Brazil;

UCD- Phaff Yeast Culture Collection, Department of Food Science and Technology,
University of California, Davis, USA

IRAN- Culture Collection of the Iranian Research Institute of Plant Protection, Tehran, Iran
ITS — espacador transcrito interno, do inglés Internal Transcribed Spacer
PCR - Polymerase Chain Reaction

NCBI - National Center for Biotechnology Information



XV

RESUMO

A preservacdo de microrganismos assegura a viabilidade, morfologia, fisiologia e genética,
mantendo a cultura por longo tempo. O objetivo deste trabalho foi consolidar, ampliar e
informatizar a colegéo de fungos fitopatogénicos (Micoteca “Prof. Gilson Soares da Silva”)
do Laboratério de Fitopatologia da UEMA. Para a incorporacdo dos isolados fungicos
fitopatogénicos na Micoteca foram realizados isolamentos de partes doentes das plantas em
meio de cultura, apds crescimento, os fungos foram caracterizados morfologicamente atraves
da visualizagdo, em microscépio dptico de suas estruturas, sendo classificados pelas chaves de
identificacdo de fungos, seguido do cadastro e deposicdo na Micoteca em seis diferentes
métodos dependendo das caracteristicas do fungo. Foram empregados os métodos de Repique
Continuo, Conservacio em Solo, Método de Castellani, Preservacio em Oleo Mineral,
Congelamento e Liofilizagdo. Foi realizado a caracterizagdo molecular de 51 isolados pela
técnica de PCR através da utilizacdo dos genes ITS rDNA e identificados a espécie através da
analise filogenética Maxima Verossimilhanca e construcdo da Matriz de divergéncia genética
ajustado ao melhor modelo de substituicdo nucleotidica com 1000 repticbes. A Micoteca foi
cadastrada junto ao Sistema de Autorizacdo e Informagdo em Biodiversidade sob registro n°
5991355. Atualmente conta com um acervo de 212 isolados de fungos fitopatogénicos
divididos em 32 géneros e 45 espécies flngicas. Foram recuperados os isolados de 15 géneros
Fusarium, Colletotrichum, Pestalotiopsis, Curvularia, Aspergillus, Penicillium, Phomopsis,
Gliocladium, Chaetomium, Trichoderma, Stemphylium, Corynespora, Chalara, Beauveria, e
Isaria. Houve amplificacdo da regido de interesse do DNA de 16 géneros de fungos
fitopatogénicos. Foi possivel observar que a combinacdo da caracterizagdo morfoldgica e
molecular (andlise filogenética e matriz de divergéncia genética) identificou espécies dentro
de 16 géneros. Dentre essas espécies estdo novos relatos de associacdo com hospedeiros,
como por exemplo, Alternaria ochroleuca em tomate (Solanum lycopersicon), Chaetomium
fuscum em sementes de Vinagreira (Hibiscus sabdariffa), Fusarium oxysporum em Abacaxi
(Ananas comosus), Neoscytalidium dimidiatum em Abacaxi (A. comosus), Phoma
multirostrata em Alface (Lactuta sativa) no Brasil e Phomopsis pseudomangiferae em
roseiras (Rosa sp.). Por isso a importancia em manter, estocar e preservar cole¢des de fungos
significa assegurar um patrimonio de culturas para tomada de decisdes.

Palavras-chave: Fungos fitopatogénicos, Meétodos de preservacdo, Caracterizacdo

morfoldgica, Caracterizagdo molecular.
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ABSTRACT

The preservation of microorganisms ensures the viability, morphology, physiology and
genetics, maintaining the culture for a long time. The objective was to consolidate, expand
and computerize the collection of plant pathogenic fungi (Micoteca "Professor Gilson Soares
da Silva") of Phytopathology Laboratory of UEMA. For the incorporation of fungal
pathogenic isolates in Micoteca were performed insulation diseased parts of the plants in the
culture medium after growth, the fungi were characterized morphologically by viewing
optical microscope their structures and classified the fungus identification keys, followed by
registration and deposition Micoteca in six different methods depending on the fungus
characteristics. Were employed methods Repique Continuous Conservation in Solo,
Castellani method, preservation Mineral Oil, Freeze and Freeze. the molecular
characterization of 51 isolates by PCR using the ITS rDNA genes and identified the species
by phylogenetic analysis Maximum Likelihood and construction of genetic dissimilarity
matrix adjusted to best nucleotide substitution model with 1000 repticGes was conducted. The
Micoteca was registered by the Authorization and Information System Biodiversity under
registration number 5991355, currently has a collection of 212 isolates of pathogenic fungi
divided into 32 genera and 45 fungal species. isolates were recovered from 15 genera
Fusarium, Colletotrichum, Pestalotiopsis, Curvularia, Aspergillus, Penicillium, Phomopsis,
Gliocladium, Chaetomium, Trichoderma, Stemphylium, Corynespora, Chalara, Beauveria,
and Isaria. There was amplification of the DNA of interest to the region of 16 genera of plant
pathogenic fungi. It was observed that the combination of morphological and molecular
characterization (phylogenetic analysis and genetic divergence matrix) identified species in 16
genera. Among these species are new reports of an association with host, such as Alternaria
ochroleuca in tomato (Solanum lycopersicon), Chaetomium fuscum in vinegar seeds (Hibiscus
sabdariffa), Fusarium oxysporum in pineapple (Ananas comosus) in Brazil, Neoscytalidium
dimidiatum in Pineapple (A. comosus), Phoma multirostrata in Lettuce (Lactuta sativa) in
Brazil and Phomopsis pseudomangiferae of rose (Rosa sp.). Hence the importance of
maintaining, storing and preserving fungi collections means ensuring equity of cultures for

decision-making.

Keywords: Fungi pathogenic, Preservation methods, Morphological characterization,

Molecular characterization.
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1- INTRODUCAO

O Brasil estd definindo mecanismos para cumprir com as obriga¢fes da Convengao
sobre a Biodiversidade Biologica (BRASIL, 2000) desta forma cole¢des de culturas que sédo
centros de conservacdo, tem a funcdo de coletar organismos relevantes para estudos
cientificos e aplicacfes tecnoldgicas, tornando-os disponiveis para outros Usuarios.

Segundo a Instru¢do Normativa n® 160, do Ministério do Meio Ambiente, cole¢édo
biologica cientifica é a colecdo de material bioldgico devidamente tratado, conservado e
documentado de acordo com normas e padrbes que garantam a seguranca, acessibilidade,
qualidade, longevidade, integridade e interoperabilidade dos dados da colecdo, pertencente a
instituicdo cientifica com objetivo de subsidiar pesquisa cientifica ou tecnoldgica e a
conservagao ex situ (BRASIL, 2007).

Colecbes de referéncia de microorganismos tém sido apontadas como recursos
importantes para o desenvolvimento de pesquisas em biodiversidade e sistematica. Um ponto
critico citado como limitante ao desenvolvimento da microbiologia ambiental no Brasil
refere-se a falta de apoio as colecGes de referéncia de microorganismos no pais (MANFIO,
2003).

Os métodos de preservacdo de microrganismos asseguram a viabilidade, morfologia,
fisiologia e genética, mantendo a cultura por longo tempo e todos com o mesmo principio:
retardar ou paralisar o metabolismo celular. Dentre estes métodos, podem ser citados o
método de Oleo mineral, agua destilada, liofilizacdo, solo e repiques seriados (SMITH,;
ONIONS, 1994; LACAZ et al., 2002; NAKASONE et al., 2004).

A conservacdo de microrganismos fitopatogénicos, como recursos genéticos, é
importante para atender as necessidades e demandas da pesquisa agricola. Os isolados de
fitopatdgenos sdo importantes como referéncias para quarentena, para serem utilizados no
desenvolvimento de “kits” diagnésticos de doengas, estudos de variabilidade e posterior uso
na selecdo de plantas resistentes as doencas (EMBRAPA, 2007).

Nas Ultimas décadas, pesquisas referentes a analise de DNA e mapeamento genético
enfatizam ainda mais a importancia de colecfes vivas para estudos filogenéticos (LEAL-
BERTOLI, 1998; LIMA et al., 2013).

Sobre a informatizacdo das colecbes bioldgicas, a Convencdo da Diversidade
Biologica (CDB) encorajou as instituicdes depositarias de dados direta ou indiretamente

relacionados a biodiversidade a dissemina-los pablica e gratuitamente. No Brasil e no mundo,
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diversos provedores iniciaram projetos independentes de informatizacdo de acervos que hoje
estdo amplamente disponiveis via internet (GONZALEZ, 2009).

As culturas fungicas fitopatogénicas preservadas em laboratério devem manter suas
caracteristicas originais (capacidade de esporulacao e patogenicidade), por longos periodos de
tempo, necessitando de estudos constantes desses dois parametros que sdo de extrema
importancia para trabalhos e pesquisas de micologos e fitopatologistas (PASSADOR et al.,
2010). Desta forma as atividades desenvolvidas possibilitam disponibilizar para a sociedade
cientifica, recursos genéticos de microrganismos em quantidade e qualidade para suprir a
demanda da pesquisa no desenvolvimento de processos e produtos biotecnoldgicos para o
pais.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi consolidar, ampliar e informatizar a
colecdo de fungos fitopatogénicos (Micoteca “Prof. Gilson Soares da Silva”) atraves da
preservacdo de fungos fitopatogénicos e a identificacio morfolégica e molecular,
disponibilizando isolados que subsidie pesquisa cientifica, de forma a contribuir com o
ensino, pesquisa e extensdo, bem como difundir informacfes sobre o acervo de cultura e

métodos de preservacdo de fungos.
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2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 - Convencdao sobre a Diversidade Bioldgica (CDB)

A Convencdo sobre a diversidade Bioldgica - CDB é um tratado internacional
assinado durante a Cimeira da Terra que ocorreu no Rio de Janeiro, Brasil, entre 3 e 14 de
Junho de 1992 e, entrou em vigor em 29 de Dezembro de 1993, sendo visto como documento
chave no desenvolvimento sustentavel. A CDB foi ratificada por 188 paises passando a ser
dinamizadora e contemporéanea de importantes desenvolvimentos e tendéncias das colecGes de
culturas de microrganismos com as suas inseparaveis parcerias com a biotecnologia. CBD
compreende trés grandes objetivos (Artigo 1°): (i) conservacdo da diversidade biolégica
(biodiversidade); (ii) uso sustentavel dos seus componentes; (iii) partilha dos beneficios
provenientes dos recursos genéticos (SMITH, 2003; LIMA, 2007).

2.2 - ColecOes de Culturas Biologicas

O estabelecimento de depdsitos de material biolégico e o desenvolvimento de
técnicas para a sua preservacdo e manutencdo tém correspondido ao interesse crescente na
investigacdo em ciéncias da vida de uma forma geral, e em particular devido ao grande
potencial biotecnolégico que se pode obter a partir dos materiais biolégicos. A
disponibilidade e qualidade do material biologico contribuem decisivamente para a qualidade
da investigacdo. E neste ambito que surgem as colecdes de culturas (HALLUIN, 1996).

ColecOes de culturas de microrganismos séo centros de conservagdo de recursos
genéticos ex-situ, que tem como funcdo principal, a aquisicdo, caracterizacdo, manutencao e
distribuicdo de microrganismos e células autenticadas e reagentes bioldgicos certificados.
Estas colecbes ex-situ atuam também como provedores de servigos especializados e centros
de informacdo. Os diferentes tipos de colecbes de culturas, incluindo colecbes de trabalho,
colecdes institucionais e principalmente as colegdes de servico, ttm uma importancia
destacada na conservacdo e exploracdo da diversidade genética e metabdlica (VAZOLLER,;
CANHOS, 2005).

Para Spencer-Martins (1994) e Uruburu (2003) as colecbes de culturas séo
infraestruturas de apoio a uma grande variedade de trabalho bioldgico. A sua fungdo primaria
é de obter, manter e distribuir culturas biologicas para ensino, investigacdo, ensaios,
biotecnologia, etc. E também s&o, ainda, um meio de preservacéo da diversidade bioldgica ex

situ. As primeiras colecbes de culturas foram as de estirpes celulares microbianas e
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originaram-se quando a escola de Koch introduziu o conceito de culturas puras em
bacteriologia. A primeira colecéo de servico estruturada com a finalidade de fornecer culturas
puras para estudos comparativos e identificacdo de bactérias foi a colecdo criada pelo Dr.
Frantisek Kral na Universidade Alemd de Praga, provavelmente em 1890, destinada a
conservar e distribuir microrganismos para o diagnoéstico, ensino, investigacdo e industria
(SPENCER-MARTINS, 1994; URUBURU, 2003).

O Centro Mundial de Dados de Microorganismos (WDCM — World Data Center for

Microorganisms www.wfcc.info/ccinfo/statistics/ ha registros de cerca de 704 colegdes de

culturas, distribuidas por 72 paises. Este numero, no entanto, nao reflete a luta continua que a
grande maioria das colecGes (listadas ou ndo) tem para obtencdo de fundos, a quantidade e/ou
diversidade de investigacdo realizada pelas colecdes, assim como a falta de apoio das
instituicGes de acolhimento ou paises. O Brasil possui quase a metade do nimero de registros
de colegdes de culturas do continente Americano na WDCM (Tabela 1) com 76 registros
(WDCM, 2016).

Tabela 1. Distribuicdo das ColecGes de Culturas Microbianas no Continente
Americano no WDCM, 2016.

America

Paises Colecdes de Culturas N° de estirpes
Argentina 14 9878
Brasil 76 113130
Canada 18 82315
Chile 4 2777
Colémbia 2 4474
Cuba 10 6372
Equador 1 2700
México 18 9369
E.U.A. 28 261627
Uruguai 1 20
Venezuela 3 3476
Total 175 496138

Fonte: WDCM, 2016.

As colecbes de culturas ativas encontram-se numa posicdo privilegiada,
especialmente com a experiéncia que detém em técnicas de taxonomia molecular, para
participarem na avaliacdo in situ e manutencdo ex situ dos recursos genéticos, de que
dependem futuras aplicacbes em saude, agricultura, producdo alimentar, biotecnologia,
farmacologia, etc (SPENCER-MARTINS, 1994).


http://www.wfcc.info/ccinfo/statistics/
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Com objetivo de catalogar e integrar os dados dos acervos existentes em colec¢des
nacionais, o Ministério da Ciéncia e Tecnologia est4d apoiando o desenvolvimento e a
implementacdo do Sistema de Informacao de Colecbes de Interesse Biotecnoldgico (SICol).
Langado em 2002, o SICol retne informacdes de 30 colecbes de culturas em um sistema de
informacg&o on line através do qual o usuério pode localizar linhagens de microrganismos, e
cruzar dados taxondmicos (Species), dados de literatura cientifica (Scielo e PubMed) e
informacdes de genomas (GenBank), agregando valor ao material biologico das colegdes
brasileiras (SICOL, 2014).

Com relagdo ao apoio e modernizacdo as cole¢des bioldgicas o Ministério do Meio
Ambiente através da Deliberacdo da Comissdo Nacional de Biodiversidade (CONABIO) n°.
53, de 26 de agosto de 2008 dispde sobre as diretrizes e estratégias para a modernizacdo das
colecdes biologicas brasileiras e a consolidacao de sistemas integrados de informac@es sobre
biodiversidade. Considerando essencial a criacdo de uma politica inter-setorial, envolvendo
diferentes ministérios e agéncias federais e estaduais de Ciéncia, Tecnologia e Informacao
articulada com as instituicdes detentoras das colecdes bioldgicas para a garantia de recursos
necessarios e suficientes, no curto, medio e longo prazo (BRASIL, 2008).

No Brasil, existem poucas cole¢Ges de fungos, frente a diversidade e quantidade
desses organismos que ocorrem na natureza, e estdo muito longe de serem consideradas
adequadas. Muitas delas se encontram em condi¢des precarias em decorréncia de
infraestrutura fisica inadequada e/ou da falta de recursos humanos especializados. Segundo Le
Goff (1996), as colecbes cientificas sdo cruciais, no sentido etimoldgico da palavra, crucis,
pois nelas entrecruzam patrimonio genético, informacdes, memoria de coletas e materialidade

de pesquisas cientificas.

2.3 Métodos de Conservacéo dos Fungos.

Os processos de isolamento, identificacdo, conservacdo e utilizacdo de
microrganismos vém sendo considerados como rotina para o desenvolvimento de pesquisas e
obtencédo de produtos de interesse econémico (ABREU; TUTUNJI, 2004).

A importdncia da manutencdo e principalmente preservacdo de microrganismos
caracteriza-se como reflexo da necessidade de utilizagdo de organismos ou espécimes a
gualquer momento, quer para fins experimentais, didaticos, industriais ou estudos
comparativos. Desta forma, conhecer a melhor maneira de preservar culturas e dispor de

técnicas simples e eficiente é de grande valia aos laboratorios de microbiologia. Para tanto, a
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sobrevivéncia do agente ndo se constitui 0 Unico objetivo. Torna-se necessario considerar a
viabilidade e principalmente a escolha de métodos que ndo promovam em maior ou menor
grau a ocorréncia de mutacGes ou variabilidades. Também com reflexo na patogenicidade,
viruléncia ou em caracteristicas basicas da cultura original, atentando-se para a conservagao
de microrganismos (SOLA et al., 2012).

A escolha do método de armazenamento depende da infraestrutura e dos
equipamentos disponivesis no laboratério, do microorganismo em estudo, dos objetivos do
trabalho e até mesmo, da preferéncia do pesquisador. Todo trabalho envolvendo a
conservagdo e 0 armazenamento de microorganismos deve ser realizado envolvendo absoluta
assepsia (GONCALVES; ALFENAS; MAFIA, 2016). A escolha para a manutencdo mais
adequada deve ser baseada também pelas caracteristicas do agente em estudo, assim como
pelas vantagens e desvantagens de cada técnica disponivel. Para o estudo com células, tecidos
e microrganismos, ha o anseio pelo desenvolvimento de metodologias mais adequadas a sua
conservacao, porém, observa-se uma lacuna entre as publicagdes cientificas pertinentes,
verificando-se um numero reduzido de estudos abordando a problematica da selecdo e
validacdo de protocolos principalmente na manutencdo de microorganismos (SOLA et al.,
2012).

Para a manutencdo das culturas em laboratério existe ampla variedade de métodos
recomendados e descritos na literatura nacional e internacional, ndo havendo, porém, um
unico que seja eficiente e recomendado para os diferentes grupos de fungos, porém serd mais
adequado aquele que mantiver, mesmo apds longos periodos, as caracteristicas originais da
cultura, ou seja, viabilidade, esporulacéo e patogenicidade (FINNATI; APARECIDO, 2009).

De acordo Costa; Ferreira (1991), os métodos de manutencdo de microrganismos
podem ser classificados de acordo com tempo maximo de preservacdo: Métodos de curto
prazo: repique continuo; Métodos de médio prazo: preservacdo em 6leo mineral, preservacao
em agua esterilizada, congelamento a -20°C, preservacdo em solo estéril; Métodos de longo
prazo: liofilizacdo e criopreservacdo. Ja Nakasone et. al. (2004) classificaram os métodos de
conservacdo de microorganismos em dois tempos de preservacdo: curto (repique continuo) e
ampliou o numero de métodos classificados como a longo prazo (Sclerotizagcdo, Camada de
oleo mineral, 4gua destilada, substrato organico, solo, silica gel, congelamento -20 °C e -80
°C, nitrogénio liquido, liofilizag&o).
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2.3.1 Repicagem Continua

A repicagem continua € um dos métodos mais antigos, e ainda muito utilizado, e
consiste na transferéncia periddica do microorganismo em estudo para novos tubos de ensaio
contendo meio de cultura fresco ( GONCALVES, ALFENAS; MAFIA, 2016). A técnica
também chamada de subcultivo ou repicagem periodica € um método simples e tradicional de
manutencdo de culturas em laboratdrio. Por ser uma das mais antigas técnicas de conservacao,
tem sido bastante utilizada na preservacdo da viabilidade de microrganismos, principalmente
de bactérias (COSTA; FERREIRA, 1991; ROMEIRO, 2006).

Os tubos sdo mantidos na temperatura que favorece o crescimento do patégeno até
que se coloniza toda a superficie do meio de cultura, apds a colonizacdo, devem ser mantidos
em refrigerador a baixa temperatura (10°C) (GONCALVES, ALFENAS; MAFIA, 2016).

Tal procedimento deve ser realizado a cada trés ou quatro meses, a fim de que seja
evitado o consumo completo de substrato e, também, o acimulo excessivo de produtos de
excrecdo, provenientes do metabolismo flngico, uma vez que tais substancias se comportam
como agentes mutagénicos (PASSADOR et al., 2010).

As vantagens deste método sdo o baixo custo, ndo requer equipamentos
especializados e 0 manuseio é simples (CEFAR, 2006).

Como desvantagens desse método, as repicagens de rotina dos fungos
fitopatogénicos podem provocar mudancgas na viruléncia, nas caracteristicas das culturas e
decréscimo da esporulacdo, espaco relativamente grande para o armazenamento, riscos de
contaminacdo e possivel perda da linhagem (CEFAR, 2006; PIRES et al., 2012). A fim de
minimizar esses problemas, na repicagem devem-se transferir apenas as porg¢oes jovens e com
esporulacdo da coldnia e para evitar a contaminacdo das culturas dentro da geladeira,
recomenda-se usar tampdes de algoddo hidréfobo (GONCALVES, ALFENAS; MAFIA,
2016).

Segundo Costa et al. (2009) a composicdo do meio de cultura pode interferir na
resisténcia das células, no entanto, existem dois conceitos que se opdem sobre qual a
composicdo ideal de meio de cultivo na manutengdo de microrganismos: meios com boa

composicao de nutrientes ou meios menos elaborados, do ponto de vista nutricional.
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2.3.2 Manutencdo em Agua Destilada Esterilizada ou Método de Castellani.

O método de Castellani consiste na transferéncia de uma suspensdo de células ou a
inclusdo de blocos de agar contendo os microrganismos para um frasco, com a posterior
adicdo de uma solucdo de &gua esterilizada (PIMENTEL; FIGUEIREDO, 1989; NEUFELD;
OLIVEIRA, 2008), ou em solucdo aquosa de NaCl 0,85 % (GONCALVES, ALFENAS;
MAFIA, 2016).

Normalmente, sdo colocados cinco discos por frascos de (10 mL) contendo agua
destilada esterilizada até a metade de sua capacidade e os mantém em temperatura ambiente
ou em torno de 10 °C (GONCALVES, ALFENAS; MAFIA, 2016).

Dentre as vantagens desse método a preservacdo por longos periodos das
caracteristicas originais da cultura, nenhuma contaminacdo por acaros micofagos, baixo custo
do processo por utilizar somente agua destilada e necessidade de pequeno espaco fisico para
acondicionar os frascos, além de poder ser empregado para grande nimero de géneros e
espeécies de fungos (PIRES et al., 2012).

Apesar do baixo custo e reprodutibilidade, nota-se como desvantagens desse método
0s riscos de contaminacdo das culturas por bactérias e um possivel comprometimento na
estabilidade genética de alguns microrganismos. Quanto a utilizacdo dos blocos de &gar em
agua, sua aplicacdo é restrita a microrganismos que tenham grande aderéncia ao agar como
bolores e algumas leveduras (COSTA; FERREIRA, 1991; ROMEIRO, 2006).

Deve-se utilizar esta técnica preferencialmente com culturas jovens, com cerca de 10
a 15 dias, e buscando reducdo do metabolismo, com consequente laténcia das células diante
da restricdo de fontes nutritivas (COSTA; FERREIRA, 1991; ABREU; TUTUNJI, 2004).

Passador et al., (2010) comparando a viabilidade, a patogenicidade de fungos
fitopatogénicos preservados pelos métodos de Castellani (dgua destilada) e repicagens
periddicas, mantidos por longos periodos de tempo concluiram que o método de Castellani foi
mais eficiente na preservacdo das caracteristicas morfo-fisioldgicas e da patogenicidade das
culturas estudadas em relacdo ao método de repicagens continuas. Isto porque segundo o
autor devido ao menor nimero de vezes em que as culturas sdo manuseadas, permanece 0

micélio em estado de laténcia, o que reduz a probabilidade de mutacGes.
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2.3.3 Manutengédo em Oleo Mineral

Este método de conservacdo é uma alternativa simples que consiste na aplicacédo de
uma camada de 6leo mineral esterilizado sobre uma cultura, a fim de limitar a quantidade de
oxigénio disponivel, causando assim uma reducdo no metabolismo e consequentemente, na
taxa de multiplicagéo do agente e armazenada sob baixa temperatura (4°C) (RHODES, 1957;
COSTA,; FERREIRA, 1991; ROMEIRO, 2006; GONCALVES, ALFENAS; MAFIA, 2016).

A manutencdo de culturas submersas em dleo mineral promove a reducdo do
consumo de oxigénio em torno de 10 % em poucas horas. Costa; Ferreira (1991) e Romeiro
(2006) afirmaram que camadas de dleo superiores a 1,0 cm ndo devem ser utilizadas visto a
reducdo da viabilidade dos microrganismos em condicGes de total exaustdo de oxigénio. Caso
a conservacgdo de culturas seja feita em tubo inclinado, todo o meio deve ser recoberto pelo
6leo, pois o contato dos microrganismos com o ar promove desidratacdo total da cultura visto
a evaporacdo da agua (MEDEIROS, 2008).

Os oleos utilizados para a conservacdo de microrganismos devem ser de boa
qualidade e pureza, apresentar alta viscosidade, densidade relativa entre 0,8 e 0,9 a
temperatura de 20 °C e, além disso, ndo devem conter produtos toxicos, sendo a parafina e a
vaselina, os mais recomendados para a manutencdo de microrganismos em curto prazo
(BARKER, 2002; ROMEIRO, 2006).

Quanto ao processo de esterilizacdo Gherna (1981) relatou a existéncia de duas
metodologias possiveis para a esterilizacdo do 6leo mineral, autoclavagem a 1 atm por 30
minutos seguida de secagem a 150 °C, ou aquecimento a 170 °C por 1 hora.

Costa et al. (2009) afirmaram que esta técnica proporciona uma maior longevidade as
estirpes, quando comparada a repicagem periddica, bem como reducdo da velocidade de
desidratacdo do meio de cultura, visto a diminuicdo de oxigénio para a cultura e posterior
multiplicacdo. Porém, apresenta desvantagens equivalentes a técnica de subcultivo, como a
possibilidade de contaminacdes, instabilidade genética e dificuldades com a utilizacdo do 6leo
(esterilizacdo e manuseio).

Pesquisadores relatam que as bactérias podem ser conservadas por periodos de um a
sete anos, dependendo da espécie, enquanto fungos sobrevivem por um a cinco anos, e
leveduras até sete anos (COSTA; FERREIRA, 1991; ABREU; TUTUNJI, 2003; COSTA et
al., 2009).
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2.3.4 Manutengdo em Congelamento Comum

O congelamento comum consiste na conservacdo de agentes em temperaturas
relativamente baixas entre 4 e -20 °C. Apresenta-se como um dos métodos de manutencéao
mais simples e baratos, além de oferecer boa seguranca para o armazenamento de diversos
microrganismos por periodos de 3 meses a 2 anos (TORTORA et al., 2011).

Como desvantagem, verifica-se possivel reducdo da viabilidade de alguns
microrganismos, em funcdo dos danos causados as células decorrentes da formacéo de cristais
de gelo e da variacdo eletrolitica na faixa de temperatura utilizada (ROMEIRO, 2006;
MEDEIROS, 2008).

2.3.5 Conservacao em Solo Estéril

O armazenamento em solo é técnica de féacil execucdo, requer pouco espaco,
possibilita a obtencdo de grande quantidade de propagulos de microorganismos e garante sua
viabilidade por muito tempo (GONCALVES, ALFENAS; MAFIA, 2016).

Ha duas técnicas de preservacao de culturas de fungo no método em solo. A primeira
consiste em utilizar solo estéril infestado com indculo do patégeno. Este solo deve ser
imediatamente seco ap6s a infestacdo e armazenado em temperatura de refrigerador. Na
segunda técnica, o solo previamente infestado com o microrganismo € incubado, permitindo
assim, o crescimento do fungo (BUENO, 2006).

Este método é indicado para fungos habitantes do solo como Rhizoctonia spp.,
Sclerotium spp., Alternaria spp., Cochliobolus sp., Calonectria spp., Cylindrocladiella,
Falcocladium, Fusarium spp., Trichoderma spp. e Gliocladium spp. Grandes cole¢fes podem
ser armazenadas por este método numa sala com baixas temperaturas (4-5 °C)
(GONCALVES, ALFENAS; MAFIA, 2016).

2.3.6 Liofilizacdo

A liofilizacdo € um método que envolve o congelamento rapido da cultura seguido da
sua posterior secagem por sublimacédo do gelo com pressdo reduzida. A técnica se baseia na
remocdo da &gua intracelular de materiais bioldgicos congelados, por sublimacéo, evitando a

formacdo de cristais de gelo, capazes de provocar danos as estruturas celulares, além da
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degradacdo de enzimas presentes no citosol, levando a morte dos agentes (COSTA,
FERREIRA, 1991; MORGAN et al., 2006).

Esta técnica pode ser usada apenas para fungos esporulantes e desde que 0s esporos
sejam resistentes, pois estruturas demasiadamente delicadas ndo suportam esse procedimento,
sendo esta a principal desvantagem da técnica (FIGUEIREDO; PIMENTEL, 1977,
PITTOMBO, 1989; PASSADOR et al.,, 2010). Finatti; Aparecido (2009) preservando as
culturas de Verticillium nesse método, observaram que nenhuma cultura foi viavel concluindo
que as especies pertencentes ao género Verticillium apresentam esporos extremamente
delicados, incapazes de resistirem ao processo de liofilizacéo.

A eficiéncia do método pode ser aumentada adotando-se procedimentos inerentes a
um ou outro patégeno (GONCALVES, ALFENAS; MAFIA, 2016). Na tentativa de contornar
os danos celulares, substancias protetoras podem ser adicionadas durante o preparo de
microrganismos, antes do congelamento ou da secagem. Vale destacar que a escolha destas
substancias varia com o microrganismo alvo da liofilizac&o, porém, compostos como 0 soro
bovino, leite desnatado, glicerol, betaina, adonitol, sacarose, glicose, lactose, trealose e alguns
polimeros como dextran e polietilenoglicol podem oferecer protecdo para muitas espécies
(HUBALEK, 2003; PAOLI, 2005; COSTA et al., 2009). Para a maioria dos fungos
fitopatogénicos a solucdo protetora é aconselhavel, contudo, urediniésporos de fungos
causadores de ferrugens devem ser liofilizados puros, pois ndo sobrevivem em suspenséo
(GONCALVES, ALFENAS; MAFIA, 2016)

As desvantagens da liofilizacdo é que este requer infraestrutura de elevado valor e
constitui o processo de maior dificuldade para execucdo, em compara¢do com outros métodos
mencionados. Além disso, requer conhecimento e dominio completo da técnica
(GONCALVES, ALFENAS; MAFIA, 2016).

Com relacdo as vantagens, o método evita a contamina¢do por acaros, diminui a
variacdo de linhagens devido ao raro manuseio e necessita de espaco bastante reduzido para o
acondicionamento das ampolas (PIRES et al., 2012). A grande maioria dos fungos e bactérias
pode ser armazenada com sucesso por este método por periodos superiores aos 20 anos
(GONCALVES, ALFENAS; MAFIA, 2016).

2.4 Caracterizagdo Molecular dos Fungos

Os métodos baseados em técnicas moleculares constituem as principais estratégias

utilizadas para identificacdo de fungos fitopatogénicos. Esses métodos sdo altamente



28

sensiveis, apresentam alta especificidade e permitem deteccdo rapida e acurada de diversos
fungos fitopatogénicos (PINHO; MACHADO; FIRMINO, 2016).

Ha diversos marcadores moleculares em estudos de sistematica para diferentes niveis
taxonémicos, 0 DNA ribossomal (rDNA) destaca-se no estudo de fungos (SILVA, 1997;
FOULY et al., 1997; FUNGARO, 2000; ARRUDA et al., 2003). Essa regido tem sido
proposta como um marcador potencial de “codigo de barras” para fungos (BELLEMAIN et
al., 2010; PORTER; GOLDING, 2011; SCHOCH et al., 2012).

Nos eucariotos o rDNA, contido nas regides organizadoras do nucléolo, tem sido
objeto de um grande numero de estudos devido a estrutura desta regido, o qual se apresenta
como um cluster génico dos genes 18S, 5,8S e 28S (Figura 1). A funcdo do rDNA, ao
contrario de outras sequéncias repetitivas que aparentemente ndao tem funcdo conhecida no
genoma, é a codificacdo de subunidades do RNA ribossémico (rRNA), implicado no processo
de traducdo de proteinas. Em geral, as regides 28S, 18S e 5,8S das unidades de repeti¢do sdo
muito conservadas e podem ser utilizadas nos estudos de ecologia e filogenia de fungos,
porém, sdo mais adequadas para discriminacdo ao nivel de reino a género (BERBEE;
TAYLOR, 1995; GARGAS; DEPRIEST, 1996; GUARRO et. al., 1999; FUNGARO, 2000;
MITCHELL; ZUCCARO, 2006).

Por outro lado, as regides espacadoras internas (ITS) acumulam mais variabilidade,
sendo mais utilizadas na diferenciacdo de espécies ou entre linhagens da mesma espécie
(CARBONE; KOHN, 1997; RISTAINO et al., 1998; ESTEVE-ZARZOSO et al., 1999). Para
fungos de forma geral, o marcador que obteve maior aceitacdo entre os micologistas para
funcionar como codigo de barras foi a regido do espacador interno transcrito (“Internal
Transcribed Spacer” — ITS) do DNA ribossdomico devido: (i) a facilidade de amplificacéo, (ii)
variacdo interespecifica consideravel, (iii) maior quantidade e representatividade de
sequéncias nos bancos de dados, (iv) possibilitar a comparacdo de uma ampla diversidade de
espécies fungicas, e (v) aplicavel como “codigo de barras” para outros organismos eucariotos
(PINHO; MACHADO; FIRMINO, 2016).

Basicamente, a identificacdo de fungos baseando-se na abordagem do “Codigo de
Barras” pode ser realizado através de sites como o ‘“FungalBarcoding” (http://
www.fungalbarcoding.org) ou outros bancos de dados  importantes como AFTOL
(Assembling the Fungal Tree of Life), NCBI, UNITE, EBI, DDJB, Q-bankFungi etc.) em que

sdo inseridas sequéncias da regido ITS do fungo a ser identificado e realizado o alinhamento

em programas especificos destas sequencias e utilizadas em analises filogenéticas para
reconhecimento de espécies (McLAUGHLIN et al., 2009; ABARENKOV et al., 2010;


http://www.fungalbarcoding.org/
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PINHO; MACHADO; FIRMINO, 2016). Muitas das sequéncias desses bancos de dados estéo
depositadas no GenBank, sendo a fonte mais utilizada para classificacdo de sequéncias da
regido ITS (PORTER; GOLDING, 2011).

As regibes ITS sdo relativamente curtas (500-800 pb) e aparecem em grande nimero
de cdpias no genoma. Em consequéncia disto, é grande o nimero de sequéncias ITS de
diferentes fungos que estdo disponiveis nos bancos de dados de sequéncias de nucleotideos
(MARTINS, 2005).

Figura 1 - Representacdo esquematica do espacador transcrito interno (ITS), a unidade repetitiva ribossomal
nuclear utilizada para descrever os fungos ao nivel da espécie e as setas indicam a posicdo dos iniciadores

(primers) usados nas reacdes de PCR e a regido amplificada (Adaptado de Bellemain, 2010).

st [irs2

2.5 Informatizacéo e acesso aos dados de cole¢des biologicas.

Ao longo da histdria, colecdes bioldgicas (zooldgicas, botanicas, microbianas) tém
sido repositorios estaticos de informacdo, catalogando espécimes e realizando atividades de
analise sistematica. Com a evolucdo da ciéncia e com a demanda por dados sobre espécies e
espécimes por diferentes disciplinas e areas de conhecimento, as colecGes ndo podem mais ser
uma mera constatacdo da existéncia de determinados organismos no passado. Sua missao
deve ser a de documentar, compreender e educar 0 mundo sobre a vida em nosso planeta, no
passado e no presente. Devem ser centros pro-ativos na pesquisa, na educacdo e nha
conservacao da biodiversidade (CANHOS et al., 2006).

No periodo que antecedeu a Web, os usuarios precisavam de um determinado grau de
competéncia e conhecimento em computacdo para acessar diferentes sistemas de dados.
Gracas ao desenvolvimento de padrdes e protocolos, hoje, através de apenas um software
(web browser) os usuérios podem acessar praticamente qualquer sistema de informacao
disponivel na Internet, facilitando sobremaneira o acesso a sistemas verdadeiramente
complexos de disseminacgé@o de dados e informacdes. A complexidade passa a estar quase que
exclusivamente no desenvolvimento dos sistemas e ndo no acesso aos dados e informagoes
(CANHOS et al., 2005).
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A Conferéncia das Nacgdes Unidas sobre o Meio Ambiente Humano, realizado em
Estocolmo no ano de 1972, representa o nascimento do direito ambiental internacional com
olhar ao direito a informacdo ambiental (GONZALEZ, 2010).

A Convencéo da Diversidade Bioldgica (CDB) encorajou as instituicdes depositarias
de dados direta ou indiretamente relacionados a biodiversidade a dissemina-los publica e
gratuitamente, e, no final do século XX, no Brasil e no mundo, diversos provedores iniciaram
projetos independentes de informatizacdo de acervos que hoje estdo amplamente disponiveis
via internet (GONZALEZ, 2009).

No artigo 17 da CDB sobre o intercambio de informacdes diz: “As Partes Contratantes
devem proporcionar o intercambio de Informacdes, de todas as fontes disponiveis do publico,
pertinentes a conservacdo e a utilizacdo sustentavel da diversidade biologica, levando em
conta as necessidades especiais dos paises em desenvolvimento” (BRASIL, 2000).

Ja o artigo 18 indica que a Conferéncia das Partes deve determinar a forma de
estabelecimento de um mecanismo de intermediacdo para promover e facilitar as cooperacoes
técnica e cientifica. Tendo como base esses dois artigos, foi criado o Clearing-House
Mechanism (CHM)1, um mecanismo para intermediacdo da informacao e para a promogéo de
cooperacdo (CANHOS et al., 2006).

No Brasil, as ac¢des para intercambio das informagfes ambientais originou o CRIA -
Centro de Referéncia em Informacdo Ambiental que tem como meta e estratégia a
disseminacdo de informacédo eletrénica, como ferramenta na organizacdo da comunidade
cientifica e tecnoldgica do pais. Atua especificamente na area de informacdo bioldgica, de
interesse industrial e ambiental, e pretende, através de sua atuacdo, contribuir diretamente
para a conservacdo e utilizacdo racional da biodiversidade no Brasil. Uma sociedade
sustentavel pressup6e uma sociedade informada, na qual os varios segmentos produzem e tém
acesso a informacdo qualificada, utilizando-a nos processos de formulacdo e decisdo politica
(CRIA, 2015). O Centro CRIA tém alguns projetos dentre eles: a rede SpeciesLink e Sicol.

A rede speciesLink tem por principio promover o acesso livre e aberto aos dados,
informacdes, e ferramentas disponiveis a qualquer individuo ou grupo. Os participantes da
rede manifestaram o seu compromisso de tornarem seus dados disponiveis para promover a
pesquisa e o0 desenvolvimento cientifico no pais e no exterior e para estimular o uso publico
da informacéo cientifica (SPECIESLINK, 2016).

O Ministério da Ciéncia e Tecnologia - MCT apoiou o desenvolvimento e a
implementacdo do Sistema de Informacédo de Colegdes de Interesse Biotecnoldgico (Sicol)

com objetivo de catalogar e integrar os dados dos acervos existentes em cole¢des nacionais.
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Lancado em 2002, o Sicol retne informacGes sobre cole¢fes de culturas de microrganismos,
em um sistema de informacdo online através do qual o usuério pode de forma dinamica,
integrar dados de linhagens de microrganismos disponiveis nas cole¢fes nacionais, e cruzar
estes dados com informacdes de diretdrios taxonémicos (Species 2000), literatura cientifica
(Scielo e PubMed) e bancos de dados gendmicos (GenBank), agregando valor ao material
bioldgico disponivel nas colecdes brasileiras (VAZOLLER; CANHQOS, 2005).

No SICol os dados sdo enviados em grandes blocos, ja organizados e mantidos pelas
colecdes participantes, atravées de arquivos pré-formatados. O SICol adotou o padrdo CABRI
(Common Access to Biological Resources and Information)*, com pequenas modificaces,
como o modelo de dados. Cada um dos provedores deve produzir e formatar uma planilha de
dados de acordo com o modelo definido pelo SICol antes de alimentar o sistema central. Para
0 envio dos dados, foi criada uma pagina web através da qual, mediante a utilizacdo de senhas
de acesso, as cole¢des podem periodicamente submeter (enviar) seus dados atualizados. A
figura 2 apresenta o esquema adotado pela rede SICol (CANHOS et al., 2005).

! http://www.cabri.org
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Figura 2. Projetos relacionados ao Centro de Referéncia em Informacdo Ambiental- CRIA (SpeciesLink e
SICol) com representacédo da pagina do SpeciesLink e esquema de acesso aos dados do SICol.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 Local do Experimento

Os experimentos foram conduzidos no Laborat6rio de Fitopatologia do Ndcleo de
Biotecnologia Agrondmica, Laboratério de Genética - Labwick e Laboratorio de Genética e
Biologia Molecular da Universidade Estadual do Maranhdo — UEMA, S&o Luis — MA e
Caxias —-MA.

3.2 Obtencao dos isolados fungicos fitopatogénicos mantidos na Micoteca “Prof.° Gilson

Soares da Silva”

Foram coletadas amostras de material vegetal com sintomas caracteristicos de doencas
em areas produtoras, na ilha de S&o Luis e demais municipios do Estado do Maranhdo,
atentando-se para algumas informacgdes como, local de procedéncia, hospedeiro e data de
isolamento.

Para o isolamento dos fitopatogenos foram utilizados fragmentos da parte
intermediaria das lesdes, em seguida, foram submetidos a assepsia com alcool 50 %, solugédo
aquosa de hipoclorito de sddio na proporcao 3:1 e duas lavagens com &gua destilada, para
retirar o excesso da solucdo de hipoclorito. Os fragmentos foram colocados em placas de Petri
contendo meio BDA (Batata-Dextrose-Agar), em quatro pontos equidistantes e mantidas em
temperatura ambiente 25+2°C para o crescimento do fungo. A identificagdo dos isolados
procedeu-se na observacdo dos aspectos morfolégicos e com auxilio de microculturas
(MENEZES; ASSIS, 2004).

Além do isolamento de novos isolados fungicos foi efetuado um levantamento dos
fungos fitopatogénicos depositados no Laboratério de Fitopatologia e em qual método
encontravam-se preservados. Estes isolados fungicos passaram por um processo de
confirmacdo da identificacdo e verificacdo de pureza, principalmente, com base na analise de

caracteristicas micro-morfoldgicas.

3.3 Caracterizacdo morfoldgica dos fungos fitopatogéncios da Micoteca “Prof.° Gilson
Soares da Silva”
Para identificagdo dos isolados, apds os isolamentos, os patdgenos foram colocados

para crescimento de culturas monospéricas realizando a classificacdo das colonias quanto a
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cor, producdo de corpos de frutificacdo e houve também a confeccdo de microculturas para
observacdo das estruturas dos fungos em microscopio Optico, para posterior registro
fotografico em camera AxioCam modelo ERc 5s (ZEISS®). Esta técnica consiste no
crescimento do fungo em uma pequena quantidade de BDA o que permite o desenvolvimento
e classificagdo através de chaves de identificagdo. Algumas chaves utilizados durante a
identificacdo dos isolados fungicos foram: Dematiaceous Hiphomycetes (ELLIS, 1971); The
genera Beauveria, lsaria, Tritirachium and Acrodontium gen. nov (HOOG, 1972),
Phylogenetic lineages in the Botryosphaeriaceae (CROUS et al., 2006), The Fusarium
Laboratory Manual (LESLIE; SUMMERELL, 2006); Colletotrichum: Biology, Pathology and
Control (BAILEY; et al., 1992); The Genus Fusarium (BOOTH, 1971); Illustred genera of
imperfect fungi (BARNETT; HUNTER , 1998), dentre outros.

3.4 Recuperacdo dos isolados fungicos mantidos na Micoteca “Prof.°Gilson Soares da
Silva”.

A recuperacdo dos isolados fungicos foi feita com a repicagem apropriada aos
métodos de preservacdo. No método de Repique Continuo pequeno fragmento das culturas
fangicas foram transferidos para o centro de placas de Petri contendo meio de BDA, e
mantidos a temperatura ambiente (25+2 °C). Ap6s o crescimento dos isolados fingicos, a
identificacdo foi confirmada através da observacdo das caracteristicas micro-morfologica

especificas, observando também o estado de pureza em que se encontravam os isolados.

3.5 Cadastro dos isolados fitopatogénicos

Apos a identificagdo, cada isolado foi cadastrado em fichas contendo o timbre da
Micoteca e receberam o codigo MGSS, seguido de uma numeracao crescente, de acordo com
a ordem de obtencdo da cultura fungica. No registro foram preenchidos os dados do método
de preservacdo em que os isolados eram mantidos, além de género e espécie, nimero da

linhagem, data de isolamento, local de origem, hospedeiro de origem ou substrato de origem.

3.6 - Métodos de Preservagéo
3.6.1 - Repicagem Continua.

Foram efetuadas transferéncias de fragmentos de micélio de um meio de cultura,
para um novo meio de cultura BDA, em tubos de ensaio, visando o desenvolvimento maximo

vegetativo, estruturas de resisténcia e de propagacdo dos isolados fungicos. As culturas foram
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estocadas a baixas temperaturas (10 °C). A repicagem continua foi feita antes do consumo
total do meio de cultivo, a fim de evitar alteracbes morfoldgicas e fisioldgicas nas culturas.

3.6.2 - Castellani

Este método consistiu no armazenamento de discos de meio de cultura de BDA,
contendo micélio jovem, em frascos de vidro previamente esterilizados, contendo
aproximadamente, 4 ml de agua destilada esterilizada, ap0s a transferéncia, os frascos foram
lacrados com tampa de borracha passado filme plastico e identificados. A conservacao foi
efetuada em baixas temperaturas, podendo também ser feita em temperatura ambiente. Com
isso o fungo teve a diminuicdo do metabolismo e formac&o do estado latente devido a falta de

fontes nutritivas.

3.6.3 - Preservacédo em Solo

Tubos de ensaio contendo 5g de solo foi esterilizado por pelo menos duas vezes a 121°
C por 1 hora, seco em temperatura ambiente. Ap6s secagem uma suspensdo de conidios foi
preparada com adi¢do de agua destilada em placas de vidro de 9 cm com crescimento do
isolado fangico e dentro de cadmara de fluxo laminar realizado a raspagem dessas col6nias
fangicas para posterior transferéncias de 2 mL da suspensdo para os tubos de ensaio contendo
solo estéril e as amostras foram vedadas e estocadas em freezer a 5° C.

3.6.4 - Oleo Mineral

Foram retirados fragmentos de cultura de fungos fitopatogénicos com o meio de
cultivo, acondicionados em tubos de ensaio, e foi adicionada uma camada de 6leo mineral
esterilizado recobrindo até aproximadamente 1 cm da superficie superior do meio de cultura,
sendo logo apds, devidamente fechado com filme plastico. O 6leo mineral para preservacdo
de fungos fitopatogénicos utilizado possui grande viscosidade. Os fungos preservados neste
método foram mantidos a temperatura de 5 °C em refrigerador Frost Free.

3.6.5 - Congelamento

Os fungos fitopatogénicos foram depositados em tubos tipo Eppendorf de 2 mL
contendo meio de cultura BDA e armazenados em freezer Electrolux® Frost Free com uma
faixa de temperatura de 0 a -20° C o que resultou na reducdo do metabolismo induzindo um

estado de laténcia artificial.
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3.6.6 —L.iofilizacéo

Para liofilizacdo, os isolados foram transferidos para meio BD (Batata-Dextrose) e
incubados por sete dias a 25 °C. Apds esse periodo, a massa micelial de cada isolado foi
filtrada e seca por duas horas em camara de fluxo laminar transferidos para vidros estéreis e
adicionados solucao de glicose 10 % e posteriormente guardados em freezer -80 °C. Ap06s, no
mimino, 12 horas foram levados ao Liofilizador L101- Liobras® onde passaram pelo processo
que consiste na conservacdo de culturas pela dessecacao rapida em estado de congelamento
permanecendo no aparelho por 24 horas e por fim armazenados em freezer Fros Free
Electrolux®a 4 °C.

3.7 Documentac¢ao e Informatizacao da Micoteca “Prof.° Gilson Soares da Silva”.

O registro de entrada dos isolados foi feito mediante preenchimento de formulario,
apos identificacdo morfoldgica do fungo com o numero de registro, data de depdsito, métodos
de preservacdo que os isolados encontravam-se conservados, género e espécie do isolado,
nimero da linhagem, data de isolamento, local de origem, substrato de origem do fungo,
conforme orientagdes do Specieslink. Este formulario encontra-se em uma versdo impressa e
outra digital com copias.

Foram fotografados os hospedeiros com sintomas da doenca, a col6nia pura do fungo
associada ao sintoma e as estruturas microscopicas do fungo. Além disso, foi realizado um
resumo a respeito da classificacdo taxondmica, hospedeiro, métodos de conservacdo do
isolado, substrato de isolamento, sobre a doenca, danos, referéncias bibliogréficas e imagens.

Como parte dos servi¢os da Micoteca de incorporacdo de cultura fangica, identificacdo
e envio de culturas fangicas foram criados e dispostos formularios que o interessado deve
preencher, como por exemplo, para incorporacdo de cultura fangica, o depositante deve
informar o cddigo do isolado, género e espécie, nome de quem determinou, data da
determinacdo, identificacdo molecular dentre outras informacdes. Ja para a identificacdo e
envio de culturas fangicas devem ser preenchidos os formularios com o nome do solicitante,
Instituicdo ou colecdo destinataria, nome do representante da instituicdo ou colecdo destinaria
dentre outros quesitos.

Todas as informacGes a respeito dos isolados fungicos estdo dispostos no site da

Micoteca ou poderdo ser solicitados via e-mail ou oficio.
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3.8 Identificacdo molecular de isolados dos principais géneros de fungos.

3.8.1 Extracdo de DNA

Apos a identificacdo morfoldgica e incorporacdo dos isolados na Micoteca, iniciou-se
a identificagcdo molecular dos mesmos.

A extragdo foi realizada através da utilizagdo de KIT HiPura™ para extracéo de DNA
genémico de fungos sp. O preparo das amostras para extracdo consistiu no cultivo dos
isolados em meio solido ou liquido, de acordo com a espécie, sendo que as espécies que
possuem a caracteristica de produzirem micélio abundante foram colocados para crescer em
meio sélido e posteriormente raspado, j& 0s que produziram pouco micélio foram colocados
para crescer em meio liquido, com posterior filtragem e secagem. ApoOs a obtencdo das
amostras, cerca de 100 mg de tecido fungico foram macerados na presenca de nitrogénio
liquido até formar um pd fino e o DNA extraido de acordo com o protocolo de extragdo
fornecido junto com o Kit.

Das amostras de DNA extraidas foi retirada uma aliquota para verificacdo da
qualidade e concentracdo do DNA, através de analise comparativa em gel de agarose a 0,9 %
contendo brometo de etideo a 0,01 % (v/v). Apds este processo as amostras foram

armazenadas a -80 °C até o momento do uso.

3.8.2 Amplificagdo da regido ITS do rDNA

A amplificacdo das regides ITS1-5.8S-1TS2 do DNA ribossomal (rDNA) foi realizada
conforme metodologia descrita por White et al. (1990), utilizando-se os primers ITS1 (5°-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4 (5-°TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) em
termociclador programado para as seguintes condigdes: 94 °C por 12 minutos (desnaturacéo e
ativacdo enzinatica), 35 ciclos — 94 °C por 30 segundos (desnaturagédo), 55 °C por 30 segundos
(anelamento) e 72 °C por 30 segundos (extensdo) - 72 °C por 10 minutos (extensdo final).
Para a reacdo de PCR foram utilizados 20 ng de DNA molde, 10 mM de cada primer, 1,5 mM
de MgCl2, 0,08 mM de cada dNTP, 0,2 U/uL de Taqg DNA polimerase, 50 mM de Tris-HCI
(pH 8,4) e 20 mM de KCI em 50 pL de volume final. Uma aliquota do produto da reacdo de
amplificagdo (10 pL) foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1,5 % (p/v) em tampao
TBE 1X contendo brometo de etideo a uma concentracdo de 0,01 % (v/v), a uma voltagem de
90 V por 1 hora. O Scada 100bp DNA Ladder (Sinapse inc.) foi utilizado como marcador de

peso molecular. Decorrido o tempo de eletroforese, o gel foi retirado da cuba e visualizado
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sob luz UV e posteriormente fotografado.

Os produtos da reagdo de PCR foram purificados com auxilio de Kits de purificacdo
comercial por coluna (Purelink® — Thermo Fisher Scientifiic, Inc.), e em seguida
encaminhados para sequenciamento no Laboratorio de Genética e Biologia Molecular da
Universidade Estadual do Maranh&o (Campus Caxias).

As sequéncias de DNA obtidas foram avaliadas quanto a qualidade de
sequenciamento, com base nos respectivos eletroferogramas, alinhadas par-a-par e editadas
manualmente, para obtencdo de uma sequéncia consenso para cada um dos isolados. As
sequéncias consenso geradas foram comparadas com aquelas depositadas no banco de dados
NCBI (National Center for Biotechnology Information website -
http://www.ncbi.nlm.nih.gov), por meio da ferramenta do BLAST search, para confirmacdo do
género de cada um dos isolados. A verificacdo da identidade das espécies causadoras de
doencas em plantas e entomopatdgenos foi realizada a partir de analises filogenéticas de
Maxima verossimilhanca, e por meio de 1000 repeticbes de bootstrap, em comparacdo as
demais sequéncias depositadas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), e/ou de

especies-tipo presentes (Tabela 2).



Tabela 2. Sequéncias utilizadas para analise de filogenia e geracdo da matriz de divergéncia genética.

B HOSPEDEIRO/ P CODIGO NO
(o]
ESPECIE N° DA ESTIRPE SUBSTRATO CIDADE/UF/PAIS GENBANK ITS
Absidia anomala CBS _125.68 - - JN205815
Achaetomium CBS 333.67 - - AY681204
strumarium
Allophoma CBS 131.93 Calla sp. Netherlands/Holanda FJ427084
zantedeschiae
Aschersonia AL69 . . DQ365845
placenta
Ascochyta hordei Triticum aestivum §outh GU237887
. CBS 544.74 . Africa/AFRICA DO
var. hordei (Gramineae) SUL -
Alternaria a . Guimaraes-
alternata MGSS 184 Melancia/folha MA/Brasil Deste estudo
Alternata alternata YJYMOL. Tectona grandis China KM374667
Alternata alternata CBS 106.24 Malus domestica EUA KP124298
Carthamus
Alternata carthami COAD 1782.1 tinctorius Brasil KP231871
Hydrangea
Alternata compacta - anomala subsp. Italia EU128529
petiolaris
Alternaria S&o Luis —
ochroleuca MGSS 178 Tomate -Fruto MA/Brasil Deste estudo
Alternaria FCBP:1529 Monev Plant Paquistdo KT835048
ochroleuca y
Alternaria porri ASU2 Onion Egito Kr811362
. . CBS 106.21 KJ718236
Alternaria solani - -
A'tefnf’?“a X1 Aloe barbadensis Grécia KU162948
tenuissima
Beauveria asiatica ARSEF 4580 - Coréia do Sul HQ880787
Beauveria australis ARSEF 4580 - Australia HQ880788
Beauveria bassiana MGSS 87 - Recife- PE/Brasil
AY532012

Beauveria bassiana

2922
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. HOSPEDEIRO/ c CODIGO NO
(o]

ESPECIE N° DA ESTIRPE SUBSTRATO CIDADE/UF/PAIS GENBANK ITS
Beauveria bassiana MTCC 4516 Coleoptera India JQ266184
Beauveria bassiana 2641 Hymenoptera Brasil AY532008
Beauveria bassiana 4474 - - AY532027

Beauveria SASRI HH112 Larva nao Africa do Sul JX110377

brongniartii identificada

Beauveria Schizonycha affinis

e SASRI SCHA2 beetle Africa do Sul JX110388
brongniartii
Beauveng Gf. ARSEF 2251 Coleoptera Escécia AY532003
caledonica
Beauveria kipukae ARSEF 7032 - EUA HQ880803
Beauveria lii RCEF5500 - China ING8I372
Beauveria varroae ARSEF8257 Varroa destructor Franca HQ880800
Bionectria Sin80 i i KF055399
ochroleuca
Bipolaris heveae Cyn-1 Cynodon dactylon Japéo AB179835
Botryosp_haerla CBS 164.96 Recife de corais Nova Guiné
rhodina
Cercospora CPC 11557 . . AY840527
beticola
Chaetomium Vinagreira- Séo Luis —
fuscum MGSS 83 sementes MA/Brasil Deste estudo
Chaetomium Sementes de
. IRAN 1276C, C105 Triticum aestivum, Hadishahr, IRA HM365241
ancistrocladum
Ch]ftjestgg”n']”m CBS 140.50 [T] Pano de juta Gmido india IX280787
C. coarctatum CBS 162.62 Semente de RUSSIA HM365260
C72 Campanula medium
C. globosum CBS 14851, C63 Algodao EUA HM365254
armazenado
C. elatum IRAN 1654C, C29 Sementes de trigo Sarab, Ird HM365236




. HOSPEDEIRO/ c CODIGO NO
(o]
ESPECIE N° DA ESTIRPE SUBSTRATO CIDADE/UF/PAIS GENBANK ITS
Cladosporium CBS 113744 Alloxylon Austrélia HM147996
asperulatum wickhamii )
C. asperulatum CBS 126339 Eucalyptus sp. India HM147997
Cladosporium CBS 134.31 . Alemanha EF679335
bruhnei
Cladosporium Sé&o Luis —
cladosporioides MGSS 180 Alface - folha MA/Brasil Deste estudo
C. cladosporioides CSPF6 Planta india KU508798
desconhecida
C. cladosporioides CBS 145.35 Psidium sativum _Alemanha HM148013
C. cladosporioides CBS 144.35 Psidium sativum Africa do Sul HM148012
C. perangustum CPC 11046 Margarina Australia HM148125
agua hiper salina de
salinas -
C. tenellum CBS 1216634 . Israel EF79401
Hypersaline water
from salterns
C. silenes CBS 109082 Silene maritima Reino Unido EF679354
C. subtilissiumum CBS 113754 Baga da uva USA/EUA EF679397
agua hiper salina de
. salinas -
C. spiulosum CBS 119907 . ESLOVENIA EF679388
Hypersaline water
from salterns
C. ramotenellum CPC 12047 Ar condicionado ESLOVENIA EF679385
C. ramotenellum CBS 121628 agua h'sgfirnZ“”a de ESLOVENIA EF679384
C. ossifragi CBS 843.91 Nathercium Noruega EF679401
ossifragum
C. iridis CBS 138.40 Iris sp. Holanda EF679370
C. iridis CBS 107.20 Iris SP - EF679369
C. herbarum CBS 289.49 Allium Suica AY 152552
schoenoprasum
C. herbarum CPC 11604 Delphimium USA/EUA EF679362
barbeyi
C. herbarum CBS 300.49 Biscutella laevigata Suica EF679358

41



HOSPEDEIRO/

CODIGO NO

. . B
ESPECIE N° DA ESTIRPE SUBSTRATO CIDADE/UF/PAIS GENBANK ITS
Colletqtrlchum - Hylocereus undatus Tailandia LC052322
aenigma
Colletotrichum 1953 41cMP18608  Persea americana Israel JX010244
aenigma
Colletotrichum UFMGCV9682 Velozia gigantea Brasil KU727689
aeschynomenes (endofitico)
. Aeschynomene
Colletotrichum 3-1-3 virginica EUA JX010176
aeschynomenes
C. aotearoa CBS 111971 Knightia sp. Nova Zelandia KC297068
C. alienum ICMP 12071 Malus domestica Nova Zelandia NR_120141
C. alienum - Capsicum annuum Tailandia LC052315
C. asianum CBS 129825 Mangifera sp. Coldmbia KC566734
Colletotrichum CSSNL Crinum asiaticum China GQ485597
boninense
C. cordylinicola BCC 38872 - - NR_119859
C. fructicola CPC20896 Psidium guajava Brasil KC566776
C. fructicola CMM4069 Mangifera indica Brasil KC329780
Dendrobium
C. fructicola S1 officinale China KT224779
C. fructicola C1275.7 Ficus habrophylla Alemanha JX010181
C. fructicola BPDI18 Coffea arabica Tailandia FJ972602
Colletotrichum . Sao Luis —
gloeosporioides MGSS 144 Capsicum annum MA/Brasil Deste estudo
- - . Séo Luis —
C. gloeosporioides MGSS 119 Psidium guajava MA/Brasil Deste estudo
Familia das Sdo Luis
C. gloeosporioides MGSS 113 - MA/Brasil Deste estudo
Orchidaceae
- Séo Luis —
C. gloeosporioides MGSS 174 Planta ornamental MA/Brasil Deste estudo
- Theobrama S&o Luis —
C. gloeosporioides MGSS 198 grandiflorum MA/Brasil Deste estudo
C. gloeosporioides CBS 112999 Citrus sinensis Italia JQ005152
C. gloeosporioides OR-20 - - HM052822




HOSPEDEIRO/

CIDADE/UF/PAIS

CODIGO NO

(o]
ESPECIE N° DA ESTIRPE SUBSTRATO GENBANKIITS
C. gloeosporioides G-20 Psidium guajava - KC958883
C. gloeosporioides CPC20904 Psidium guajava Brasil KC566707
C. horii CPC 20992 Diospyros kaki Brasil KC566801
C. hymenocallidis CSSN2 Hymenocallis China GQ485600
americana
C. ignotum CBS 125397 Tetragastris Panama NR_137154
panamensis
C. kahawae CK-1 Eruca sativa Italia KT259854
C. lindemuthianum CBS 130841 Phaseolus vulgaris EUA JX546819
Colletotrichum B7 Musa sp. india KC790968
musae
C. musae CBS116870 Musa sp. EUA JX010146
C. musae MDU Musa sp. india GU810513
C. musae CBS 207.80 Musa sp. Coldmbia KC566790
Colletotrichum MGSS 85 Banana - Fruto Sao Luis . Deste estudo
musae MA/Brasil
C. queenslandicum ICMP1778 Carica papaya Australia JX010276
. Ottoschulzia .
C. queenslandicum OTTR528 Porto Rico KT966511
rhodoxylon
C. siamense C1263.11 Malus domestica EUA JX010162
C. siamense C1315.2 Coffea arabica Tailandia JX010171
C. siamense IMI 96858 Annona sp. india KC566825
C. siamense CPC 20954 Psidium sp. Brasil KC566831
C.ti TRIT356 Trichilia triacanthe Porto Rico KT966508
C. torulosum CBS 102667 Passiflora edulis Nova Zelandia JQ005165
C. torulosum CBS 128544 Solaum melogena Nova Zelandia JQ005164
C. tropicale CMM 4071 Mangifera indica BRASIL KC329785
C. tropicale CBS 124946 Persia sp. Panama KC566806
Cordyceps miliaris ARSEF 5050 - EUA HQ880829
Corynespora Carica papaya Séo Luis —
cassiicola MGSS 93 (Mamao — Folha) MA/Brasil Deste estudo
Coryn_e_zspora CATAS008 Carica papaya China EU735062
cassiicola
Corynespora CABI 1335303 Carica papaya Jamaica KF810894

cassiicola




. HOSPEDEIRO/ c CODIGO NO
(o]
ESPECIE N° DA ESTIRPE SUBSTRATO CIDADE/UF/PAIS GENBANK ITS
Coryn.e_zspora E78 Hevea brasiliensis Brasil JQ814329
cassiicola
Corynespora CATAS009 Carica papaya China EU735064
cassiicola
Coryn_(_espora CATASO016 Hevea brasiliensis China EU822309
cassiicola
Corynespora ] Solanum Brasil KF266787
cassiicola lycopersicum
Cory_nespora CBS 138902 Endiandra introrsa - KP004450
endiandrae
Corynespora CBS 135133 Carpentaria Australia KF251150
leucadendri acuminata
Corynespora -
olivaceae CBS 291.74 Tilia spp. Holanda FJ852595
Corsm‘iﬁ?iora CABI 56490 Fagus sylvatica Inglaterra FJ852597
Coryn_esp_ora ) Taxus chlr_1en_3|s China IN198487
smithii var. mairei
Corynespora CPC 15989 Musa acuminata México KF777154
torulosa
ChOCh".‘.’bO'.“S BRIP 10971 Chloris gayana Australia IN601030
awaiiensis
Colc(:hllobo_lus NBRC 100196 i Japio JN943395
usanoi
Curvularia C A Paco do Lumiar —
eragrostidis MGSS 29 Helicbnia - Folha MA/Brasil Deste estudo
Curvularia Ananas comosus . KJ541818
- 698 Brasil
eragrostidis
Curvularia 1167 Oryza sativa - KT933675
eragrostidis
. Zea mays - Milho — Séo Luis —
Curvularia lunata MGSS 115 folha MA/Brasil Deste estudo
Curvularia lunata MGSS 172 Grama- folha Santa R'te.l' Deste estudo
MA/Brasil
Curvularia lunata AH-1 Zea mays China KR633133
Curvularia lunata SXL-21 Zea mays China KR633122
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(o]

ESPECIE N° DA ESTIRPE SUBSTRATO CIDADE/UF/PAIS GENBANK ITS
Curvularia lunata CX-3 Zea mays China KR633084
Curvularia lunata PSU-ES195 Enhalus acoroides India JN116704

Csl:)I}\(/:liij:rga EML-KWDO1 Triticum aestivum Coréia KT351794
Diaporthe ambigua CBS114015 Pyrus communis Africa do Sul KC343010

Diaporthe CBS 115620 Prurus pérsia EUA KC343020

amygdali

Diaporthe CBS113425 Olearia rani Nova Zelandia KC343174

phaseolorum

Dlaporthg MGSS 80 Rosa sp. Séo Luis/MA- Brail Deste estudo
pseudomangifera

Diaporthe CBS 101339 Mangifera indica Republica KC343181
pseudomangifera Dominicana

Diaporthe rudis CBS 266.85 Rosa rugosa Holanda KC343237
Diaporthe sp. LGMF925 Aspidosperma Brasil KC343211
tomentosum
Raiz de planta

Fusarium 6DTJFO1 aquatica/ root of i KT184799

circinatum aquatic plant
Fusarium dimerum  CBS 116527 . . EU926284
Fusarium equiseti MGSS 149 Alface - Folha Raposa — MA/Brasil Deste estudo
Fusarium equiseti C12 - - AY147368
Fusarium equiseti D Solo Suica KT634075
Fusarium equiseti FE9 Oryza sativa India HQ995668
Fusarium equiseti MGSS 191 Vinagreira - Caule Raposa- MA/Brasil Deste estudo

. o x Séo Luis —
Fusarium equiseti MGSS 138 Maméo - Fruto MA/Brasil Deste estudo
. — Feijao-Caupi- Séo Luis —
Fusarium equiseti MGSS 117 Caule MA/Brasil Deste estudo
. — Pimentdo Var. All S&o Luis —
Fusarium equiseti MGSS 122 Big - semente MA/Brasil Deste estudo
F. guttiforme NRRL 22945 - - U34562
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- HOSPEDEIRO/ . CODIGO NO
(o]
ESPECIE N° DA ESTIRPE SUBSTRATO CIDADE/UF/PAIS GENBANK ITS
Fusarium hostae DAOMC235655 - ) (RO09420
. . . Santa Rita- Deste estudo
Fusarium longipes MGSS 169 Grama - raiz MA/Brasil
Fusarium longipes DEB13 Solo Maléasia KF918597
Fusarium longipes BCCM/IHEM 18093 Solo Guiana Francesa KJ125587
Fusarium R Solo Italia EF017214
oxysporum
Fusarium KP10 Pynus sylvestris Lituania DQ093759
oxysporum
Fusarium PARC682c Prunus avium Canada KT455376
oxysporum
Fusarium MGSS 155 Pimentdo - Fruto Sdo Luts - Deste estudo
oxysporum MA/Brasil
Fusarium MGSS 42 Tomate- Caule Sa0 Luls ~ Deste estudo
oxysporum MA/Brasil
Fusarium MGSS 14 Heliconia - Caule Sao Luls Deste estudo
oxysporum MA/Brasil
Fusarium . Séo Luis —
oxysporum MGSS 10 Quiabo — Caule MA/Brasi| Deste estudo
Fusarium MGSS 182 Tomate - Caule  Brasilia-DF/Brasil Deste estudo
oxysporum
Fusarium MGSS 01 Tomate — Caule Sao Lus Deste estudo
oxysporum MA/Brasil
Fusarium MGSS 183 Tomate — Caule Brasilia-DF/Brasil Deste estudo
oxysporum
Fusarium MGSS 67 Abacaxi - Fruto  Turiagu — MA/Brasil Deste estudo
oxysporum
Fusarium MGSS 65 Abacaxi — Fruto Pombos-PE/Brasil Deste estudo
oxysporum
Fusarium Ananas comosus Séo Luis —
oXxysporum MGSS 15 Abacaxi - Fruto MA/Brasil Deste estudo
Fusarium MGSS 09 Banana — sistema Séo Luis - Deste estudo
oXysporum vascular MA/Brasil
Fusarium MGSS 118 Coentro — Sistema Sé&o Luis - Deste estudo
oxysporum vascular MA/Brasil
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. HOSPEDEIRO/ c CODIGO NO
(o]
ESPECIE N° DA ESTIRPE SUBSTRATO CIDADE/UF/PAIS GENBANK ITS
Fusarium
oxysporum f. sp. 115HT - China EF155534
cubense
Fusarium Solanum
oxysporum f. sp. FO29 | . India KF914468
L ycopersicum
lycopersici
Pusarium Ananas comosus
sp.(Gibberella MGSS 68 : Pombos-PE-Brasil Deste estudo
. . Abacaxi -Fruto
fujikuroi complex)
Fusarium .
sp.(Gibberella MGSS 54 Ananas comosus Chapadinha-MA- Deste estudo
. . Abacaxi -Fruto Brasil
fujikuroi complex)
Fusarium
sp.(Gibberella MGSS 159 Hibiscus sabdariffa ~ Séo Luis-MA-Brasil Deste estudo
fujikuroi complex)
Fusarium . s .
sp.(Gibberella MGSS 194 _ Tibraca Vitoria do Mearim- Deste estudo
o . limbativentris MA/Brasil
fujikuroi complex)
Pusarium Aleurocanthus
sp.(Gibberella MGSS 61 . Séo Luis/MA- Brasil Deste estudo
. . woglumi
fujikuroi complex)
Fusarium
sp.(Gibberella MGSS 141 Hibiscus sabdariffa ~ S&o Luis/MA- Brasil Deste estudo
fujikuroi complex)
Fusarium
sp.(Gibberella MGSS 157 Hibiscus sabdariffa  S&o Luis/MA- Brasil Deste estudo
fujikuroi complex)
Fusarium NRRL 31071 Triticum aestivum : AF291061
proliferatum
Fusarium UTcps Vigna unguiculata EUA KT376487
proliferatum
Fusarium D2 Zea mays Italia EU151485
proliferatum
Fusarium PENG6 Parreira KR909206

phyllophilum
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ESPECIE N° DA ESTIRPE SUBSTRATO CIDADE/UF/PAIS GENBANK ITS
Fusarium
pseudocircinatum ATCC MY A-4835 - EUA JQO70125
F. sterilihyposum MRC7602 - - AF430130
F. subglutinans - Zea mays - X94167
F. sacchari MGSS 66 Zea mays Pernambuco- Brasil Deste estudo
F. sacchari MGSS 71 Ananas comosus Pombos-PE-Brasil Deste estudo
Fusarium sp. MC-23-F Monarda citriodora India KU527804
NRRL125184
F. lateritium ) Rosa sp. AY904057
Fusarium - Zea mays . X94166
verticilloides
Fusarium JJITKCL , KJ544799
o Cana-de-agucar -
verticilloides
Fusarium sacchari NRRL 43543 - - EF453121
Fusarium sacchari ATCC 201263 - - KR909411
Gelasinospora - Isodon rubescens China AB640864
udagawae
Glomerella 712 Litchi sp. China EU196744
cingulata
Glomerella
cingulata f. sp. C1291 Camellia sasanque EUA JX010223
camelliae
GOB?J;??“a MGSS 123 Rosa sp. S&do Luis/MA- Brasil Deste estudo
Gangronglla MM23 Melastoma India KMA405649
bluteri malabathricum
Gongronella CBS 102.44 : Itélia IN206284

bluteri
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ESPECIE N° DA ESTIRPE SUBSTRATO CIDADE/UF/PAIS GENBANK ITS
Gongronella ATCC8989 Solo - GU244499
bluteri
Gongronella ATCC_24412 Solo - GU244498
lacrispora
Lasiodiplodia . Igarapé do Meio-
heobromas MGSS 176 Citrullus lanatus MA/Brasil Deste estudo
Lasiodiplodia CMM4015 Mangifera indica Brasil JX464063
brasiliense
Lgsmq[plodla CMM2248 Carica papaya Brasil KC484794
rasiliense
Lasiodiplodia CMWA41223 Barringtonia Africa do Sul KP860837
egyp“acae racemosa
Lasiodiplodia 3
hormozganensis IRAN1500C Oleasp. " CUaIsS
Lasiodiplodia CMM3987 Mangifera indica Brasil JX464094
hormozganensis
Lasiodiplodia WAC12538 Eucaliptus grandis Australia DQ103556
rubropurpurea
Lasiodiplodia CMM2168 Carica papaya Brasil KC484817
theobromae
Lasiodiplodia Maz111 Melia azedarach Quénia FJ904842
theobromae
Lastodiplodia UCD2553AR Vitis vinifera EUA HQ288227
Las\;?t‘i"c'g:gd'a CMM4014 Mangifera indica Brasil JX464098
Lasiodiplodia CBS 456.78. . Africa do Sul KF766192
parva
Macrophomina PD112 Prunus dulcis EUA GU251105
phaseolina
Metarhizium Tibraca Matdes do Norte-
anisopliae MGSS 192 limbativentris MA — Brasil Deste estudo
Metarhizium NORDESTE Mahanarva Brasil EF051708
anisopliae posticata
Metarhizium WA27848 Larva Tipulidae Pol6nia/Poland JX438652

brunneum




. HOSPEDEIRO/ c CODIGO NO
(o]
ESPECIE N° DA ESTIRPE SUBSTRATO CIDADE/UF/PAIS GENBANK ITS
Metacordyceps taii RCEF0772 -- - AF348394
Metarhizium TVVA44A3 Solo - KT759669
flavoviride
M. globosum ARSEF 2596 - India HQ331459
Metarhizium ARSEF 7412 - Australia HQ331455
lepidiotae
Metarhizium majus ARSEF 1015 - Japdo/Japan HQ331444
Metarhizium
flavoviride var. 100512-8-1 - - JF495778
pemphigi
Microdochium MTCC 6580 ) ) JN642711
nivale
Monilochaetes Afri
infuscans CBS 869.96 Ipomoea batatas Africa do Sul JQO005780
Myro_thecmm MGSS 148 Abelmoschus Raposa- MA- Brasil Deste estudo
graminearum esculentus — folha
Myrothecium WS11720 Salvia miltiorrhiza China IX406554
graminearum
Myrothecium CBS 324.54 - Espanha AY254151
graminearum
Myrothecium XF36 . . KJ780796
graminearum
Myrothecium MGSS 143 Alface —folha Sdo Luls “MA - Deste estudo
verrucaria Brasil
Myrothecium 15 Solo China KT305924
verrucaria
Myrothecium - Solo Italia EF017211
verrucaria
Myrothecium Germany Aj301995
roridum
Myrothecium CBS 873.85 . SPAIN AY 254157

tongaense
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. HOSPEDEIRO/ c CODIGO NO
ESPECIE N° DA ESTIRPE SUBSTRATO  C!DADE/UFPAIS GENBANK ITS
i IMI 199044
Myrothecium - SPAIN AY25415
carmichaelii
Myrothecium 77F "human corneal B
inundatum scraping" VIETNA AB704784
Neoscytalidium CIH Fluido de . FI648577
dimidiatum toracocentese
Neqscytglidium PD103 Ficus sp. EUA GU251106
dimidiatum
Neos.cytalidium CBS 145.78 _ R KE531816
hialinum
Neohsi(;)ﬁﬁ::g:um MGSS 106 Ananas comosus S0 Luis-MA/Brasil Deste estudo
Neoscytalidium CBPPR1014 Manihot esculenta Brasil KT211562
hialinum
Neoscytalidium CBPPR1015 Manihot esculenta Brasil KT211563
hialinum
Neohﬁ‘;ﬁgﬁ::g:”m HUPE0090154840 Homo sapiens Brasil KR075526
Neoscytalldlqm CBS 122071 _ Africa do Sul KF766207
novaehollandiae
Neoscytalldlqm CBS122610 Acacw_l . Austrélia EF585536
novaehollandiae synchronicia
Neoscytalldlqm CBS122072 And_ansonla Australia EF585535
novaehollandiae gibbosa
Neoscytalidium WAC12688 Mangifera indica Australia EF585542
novaehollandiae
Nigrospora oryzae MGSS 62 Arroz _(Oryza Arari-MA Deste estudo
sativa)
Nigrospora oryzae HBN Grdos de Arroz China KU254608

(Oryza sativa)




. HOSPEDEIRO/ c CODIGO NO
(o]

ESPECIE N° DA ESTIRPE SUBSTRATO CIDADE/UF/PAIS GENBANK ITS
Nigrospora oryzae HN-21 Arrg;ti(voagyza China KT266531
Nigrospora oryzae CBS 113884 Arundo donax Franca DQ219433
Nigrospora oryzae F12-F Dendrpblum China KF516962

candidum
Nigrospora oryzae SMCD.043. Trigo (Triticum Canada EU579800
aestivum L.)
N. sphaerica 788-3-3-1 Macadamia China KX214528
N. sphaerica CY108 Cyphomyrmex USA/EUA HQB07961
wheeleri
Phoma MGSS 152 Alface _(Lactuta S&o Luis-MA/Brasil Deste estudo
multirostrata sativa)
Phoma americana CBS 568.97 Glycine max USA/EUA FJ426974
Phoma calidophila PD84/109 Cucumis sativus Europe FJ427060
Phoma coffeae CBS 123380 Coffea arabica Ethiopia- Etiopia FJ426993
arabicae
P. gardeniae CBS 302.79 AIr samplefamostia Netherlands/Holanda F1427002
P. gardeniae CBS 626.68 _Gardenia India FJ427003
jasminoides
Rhizosphere of
P. herbarum Picea Canada DQ132841
Mariana
P. maydis CBS 588.69 Zea mays USA/EUA FJ427086
P. maydis MA 0027 Zea mays USA/EUA FJ427087
P. multirostrata CBS 110.79 Cucumis sativus Netherlands FJ427030
P. multirostrata - Crucifera - AF046019
P. multirostrata PD 77/508 Philodendron sp. Netherlands FJ427036
Tolypocladlum MTCC 557 i i JQ266196
inflatum
Tiarosporella Acacia karroo A
urbis-rosarum CMW 36478 Africa do Sul JQ239408
OUTGROUP
Valsa mali var. pyri GSZY113 Malus pumila China GU174589
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3.8.3 Andlises filogenéticas e construcdo de Matriz de divergéncia genética dos fungos.
As analises filogenéticas foram realizadas utilizando o programa MEGA 6 (TAMURA
et al., 2013). As sequéncias foram alinhadas usando o CLUSTALW implementado no MEGA
6 e ajustadas ao melhor modelo de substitui¢cdo de nucleotideos. As arvores filogenéticas de
Maxima Verossimilhanca e a Matriz de divergéncia genética foram construidas para cada um
dos 16 géneros e a significancia dos agrupamentos das arvores filogenéticas foi estimada pela

analise de bootstrap.

4—- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Colecdo de Culturas de Fungos Fitopatogénicos e Métodos de Conservacao.

Recentemente a Micoteca “Prof.° Gilson Soares da Silva” foi cadastrada junto ao
Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade sob registro n® 5991355. O Comité
de Assessoramento Técnico do Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade
(CAT-Sisbio) é composto pelas seguintes instituicdes: Ibama, Ministério do Meio Ambiente,
Ministério da Ciéncia e Tecnologia, Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldégico (CNPq), Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, Agéncia
Brasileira de Vigilancia Sanitaria, Sociedade Brasileira para o Progresso da Ciéncia,
Sociedade Botéanica do Brasil, Sociedade Brasileira de Zoologia, Sociedade Brasileira de
Microbiologia, Sociedade Brasileira de Genética e Associacdo Memoria Naturalis.

O resultado do isolamento, identificacdo dos fungos pela observacdo em
microscopio 6ptico e confirmacgdo do taxa pela literatura através de chaves de identificacdo e
posterior cadastro na colecdo e recuperacao dos isolados que estavam em meios de cultura ja
desidratados chegou-se a um acervo de 212 isolados de fungos fitopatogénicos divididos em
33 géneros, 46 espécies fungicas, isolados de materiais vegetais coletados na Ilha de Sdo Luis
e outros municipios do Estado do Maranhdo, assim como isolados obtidos de outros centros
de pesquisa do pais (Tabela 03). Os géneros que se destacam sdo Fusarium, Colletotrichum,
Trichoderma, Corynespora e Curvularia correspondendo a 74,51 % dos isolados preservados.

Espécies fitopatogénicas distribuidas dentro do género Fusarium, dentre as quais
o F. oxysporum, tem sua fase telomorfica desconhecida, sendo uma espécie grupo composta
de dezenas de espécies que necessitam ser claramente definidas e separadas de maneira
adequada (LESLIE; SUMMERELL, 2006).

Dentro do género Fusarium estdo as espécies que causam murchas vasculares
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todas classificadas como Fusarium oxysporum dentro da secdo Elegans, e as espécies que
ataca frutos, folhas, raizes normalmente estdo classificadas dentro das seces Liseola e
Gibbosum (AGRIQOS, 2005). A espéecie Fusarium oxysporum sendo comumente agrupadas
dentro as formae speciales que € patogénico a uma espécie ou a um grupo de plantas em
particular, demonstrando o elevado grau de especificidade de hospedeiro (LESLIE;
SUMMERELL, 2006).

Observando-se a especificidade das formae speciales, com o respectivo
hospedeiro, algumas doencas de importancia econémica podem ser citadas: murcha-do-
algodoeiro (Fusarium. oxysporum Schlecht. f. sp. vasinfectum (Atk.) W.C. Snyder & H.N.
Hans.), murcha-de-fusarium-do-tomateiro (Fusarium oxysporum Schlecht. f. sp. lycopersici
Snyder & Hansen), murcha-da-bananeira (Fusarium oxysporum Schlecht. f. sp cubense
(E.F.Sm.) W.C. Snyder & Hansen) e murcha-de-fusarium-do-feijoeiro (Fusarium oxysporum
Schlecht. f. sp. phaseoli Kendrick & Snyder) (BEDENDO, 2011).

Ja as espécies de Colletotrichum estdo entre os mais bem sucedidos fungos
patogénicos de plantas, atacando uma gama extremamente ampla de plantas que crescem em
ambientes tanto de climas temperados como tropicais. Estes patdgenos podem causar danos a
maioria das partes de plantas, incluindo raizes, caules, folhas, flores e frutos, mas muitas
vezes sdo altamente especificos em relagdo a individuos. Para a maioria das espécies de
Colletotrichum, especialmente aqueles que atacam tecidos vegetativos jovens, a sua
capacidade de penetrar cuticulas é da maior importancia devida a formacdo de uma estrutura
denominada apressorio atacando o hospedeiro em nivel celular (BAILEY et al., 1992).

A maioria dos isolados da Micoteca classificados no género Colletotrichum
pertencem a espécie Colletotrichum gloeosporioides. Este fungo pode ser encontrado nas
formas saprofiticas ou patogénicas, sendo estas Ultimas, responsaveis por doencas
economicamente importantes, comumente denominadas de antracnoses. As plantas estdo
sujeitas a essa doenca em todas as fases de desenvolvimento, e o patdgeno pode ser
disseminado de uma planta para outra por meio de varios agentes do ambiente aéreo
(MENEZES, 2006).

No género Trichoderma os conididforos, que produzem os esporos, sdo altamente
ramificados, irregularmente verticilados, muitas vezes irregularmente dobrados, com
alongamentos de hifas estéreis, fidlides em forma de baldo, obovdide, em cachos terminais
pequenos, facilmente reorganizado pelo seu rapido crescimento, as colénias podem apresentar

tons de verde ou amarelo ou branco com menos freqliéncia (SAMUELS et al., 2015).
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Fungos do género Trichoderma apresentam potencial para o controle de
fitopatdgenos e para a promogdo do crescimento vegetal. Pesquisas com diferentes culturas
comprovam essa capacidade e agregam informacdes sobre os mecanismos de acdo desses
bioagentes, contudo, ainda sdo pouco conhecidos 0s mecanismos de a¢do na promog¢do do

crescimento em auséncia de fitopatégenos (MACHADO et al., 2012).

Tabela 3. Quantificacdo da colegdo de fungos fitopatogénicos da Micoteca “Prof.° Gilson
Soares da Silva” - Laboratorio de Fitopatologia/UEMA mantidos em seis métodos de
preservacdo. S&o Luis, 2013.

Géneros Numero de Espécies Numero de Isolados Numero de

Hospedeiros

Alternaria 2 2 2
Aschersonia 1 2 1
Aspergillus 3 3 3
Asperisporum 1 1 1
Beauveria 1 3 2
Bipolaris 1 1 1
Chaetomium 1 2 2
Chalara 1 4 1
Cladosporium 1 3 3
Colletotrichum 2 29 20
Corynespora 1 11 3
Curvularia 2 10 6
Cylindrocladium 1 1 1
Sclerotium 1 3 1
Fusarium 9 64 12
Gongronella 1 1 1
Gliocladium 1 4 2
Isaria 1 4 2
Lasiodiplodia 1 2 2
Lecanicillium 1 1 1
Metharhizium 1 8 2
Monographella 1 1 1
Myrothecium 2 2 2




56
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Os isolados foram identificados e cadastrados em ficha contendo o timbre da Micoteca
e recebendo o cddigo MGSS seguido de uma numeracdo crescente de acordo com a ordem de
obtencdo da cultura fungica (ANEXO 01). No registro foram preenchidos os dados do
método de preservacdo em que os isolados se encontram género e espécie, numero da
linhagem, data de isolamento, local de origem, hospedeiro de origem ou substrato de origem.
Até o presente momento, novos isolados foram identificados no Laboratério de Fitopatologia
— UEMA aumentando ainda mais o numero de isolados fungicos contribuindo para
conservacao da diversidade bioldgica.

Em relacdo aos métodos de conservagdo de fungos da Micoteca “Prof. Gilson Soares
da Silva” foram empregados os de Repicagem Continua, Conservacdo em Solo, Método de
Castellani, Preservacio em Oleo Mineral, Congelamento e Liofilizacdo com o niimero total de

réplicas (Figuras 03 e 04).
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Figura 3. Métodos de preservagdo empregados na Micoteca Prof.° Gilson Soares da Silva.”
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Figura 4. Representagdo dos métodos de preservacdo empregados na Micoteca “Prof. Gilson Soares da
Silva”. A- Método do Repicagem Continua, B- Preservacdo em Solo, C- Congelamento, D- Preservacdo
no método de Castelani, E- Método de Liofilizagdo, F- Método de Preservagdo em Oleo Mineral.

Foram preservados no método de Castellani 306 réplicas dos isolados, de 25 géneros,

no método de Congelamento 186 réplicas dos isolados, divididos em 19 géneros, no método

de Preservacdo em Oleo Mineral foram 197 réplicas dos isolados, em 18 géneros, no método

de Repique Continuo, considerado como classico, foram 406 réplicas dos isolados, que

pertenciam 31 géneros e no método de preservacdo em solo foram armazenado 65 réplicas
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dos isolados de 3 géneros Fusarium, Trichoderma e Sclerotium e o de Liofilizagdo 89
réplicas dos isolados , de 7 géneros.

O meétodo mais empregado foi o de Repique Continuo, pelo fato de ser de simples
manuseio, pois permite que o fungo desenvolva todas as suas estruturas vegetativas e
reprodutivas, e armazenado em temperaturas baixas, em torno de 4 °C, tem-se a desaceleracéo
do crescimento celular. Visto que ap6s o consumo total do meio, um fragmento é retirado do
tubo e passado para um novo tubo com meio, e guardado em curto prazo, a desvantagem
desse metodo é o manuseio constante dos isolados, pela exaustdo do meio de cultura, e com
1SS0, 0S riscos de contaminagdes e perdas de patogenicidade sdo maiores.

Barker (2002) e Romeiro (2006) mencionaram que a repeticdo do processo para novos
meios deve ser realizada em intervalos de tempo condizentes com as necessidades e
particularidades de cada microrganismo, avaliando-se as condi¢des 6timas e periodo maximo
de sobrevivéncia entre as diferentes cepas. Entretanto, é aconselhdvel que a transferéncia de
culturas seja realizada antes que o substrato do meio seja totalmente consumido pelos
microrganismos, ou antes, que o meio desidrate.

O segundo método mais empregado foi o de Castellani ou manutencdo em agua
esterilizada. Resultados satisfatorios tém sido obtidos no que se refere a viabilidade deste
método, que apresenta vantagens como: a preservacao das caracteristicas originais da cultura
por longos periodos, nenhuma contaminagdo por acaros micéfagos, baixo custo do processo
por utilizar somente agua destilada e necessidade de pequeno espaco fisico para acondicionar
os frascos, além de poder ser empregado para grande nimero de géneros e espécies de fungos
(APARECIDO et al., 2001).

O Terceiro método mais empregado foi o de Preservacdo em Oleo Mineral. A
alternativa de preservacao de microrganismos em 6leo mineral possui as mesmas vantagens
que o repique continuo, diferindo somente na longevidade da cultura, que se apresenta por
maiores intervalos. Segundo Dhingra; Sinclair, (1995) este método ndo é indicado para
fitopatdgenos de solo como Fusarium.

O método de Preservacdo em Congelamento foi o quarto mais utilizado para
preservacdo dos fungos. Trata-se de um método simples, menos oneroso, ndo requer
equipamentos sofisticados, nem mesmo quanto ao preparo do material. Como desvantagem,
verifica-se possivel reducdo da viabilidade de alguns microrganismos, em funcdo dos danos
causados as celulas decorrentes da formacéo de cristais de gelo e da variagéo eletrolitica na
faixa de temperatura utilizada (ROMEIRO, 2006; MEDEIRQOS, 2008).
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A liofilizagdo foi o quinto método empregado na Micoteca “Prof.° Gilson Soares da
Silva” , devido a recente aquisi¢cdo do equipamento sendo o género Trichoderma selecionado
para iniciar este método de preservacdo. Apds a liofilizacdo dos isolados foi realizado o
isolamento dos mesmos em meio BDA para o crescimento das estruturas fldngicas e
constatacdo do sucesso do método. Esta técnica pode ser usada apenas para fungos
esporulantes e desde que 0s esporos sejam resistentes, pois estruturas demasiadamente
delicadas ndo suportam esse procedimento, sendo esta a principal desvantagem da técnica
(FIGUEIREDO; PIMENTEL, 1977; PITTOMBO, 1989). Quanto aos fungos, grande parte
das colegbes de -culturas utiliza a liofilizagdo como método de conservacdo de
microrganismos, justamente por atingirem uma manutencdo de viabilidade de algumas
espécies por periodos de 17 a 21 anos. Com relacdo as vantagens, o0 método evita a
contaminacdo por acaros, diminui a variacdo de linhagens devido ao raro manuseio e
necessita de espaco bastante reduzido para o acondicionamento das ampolas. Pires et al.
(2012) constataram que o isolado do Fusarium preservado no método de Liofilizacdo foi o
mais agressivo em comparagdo com outros métodos em frutos de abacaxi.

A liofilizacdo e a criopreservacdo sdo as técnicas mais amplamente empregadas na
conservacao da biodiversidade microbiana. Essa é uma das chaves para a realizacdo dos
servicos de colegdo de culturas microbioldégicas (MYAMOTO-SHINOHARA et al., 2000;
PAOLI, 2005).

Segundo as Recomendacdes para Operacdo e Gerenciamento de ColecGes de Culturas
de Microrganismos da Sociedade Brasileira de Microbiologia para minimizar a possibilidade
de perda de linhagens, cada cultura deve ser mantida por pelo menos dois métodos distintos. E
recomendavel que pelo menos um dos métodos utilizados seja a liofilizacdo ou a
criopreservacao (ultracongelamento), pois para muitas linhagens esses métodos apresentam
menos riscos de alteracGes genéticas, além de garantir a preservacdo por longo periodo de
tempo (SBM, 2006).

Preservacdo em Solo foi o sexto método mais utilizado. Este método deve ser utilizado
de acordo com a natureza do patdgeno, ou seja, apenas para 0s habitantes do solo como do
género Fusarium, Trichoderma e Sclerotium.

Segundo Dhingra; Sinclair; (1995) e Costa et al. (2009) relatam que ndo existe
nenhum método universal para armazenar patdgenos de plantas e microorganismos em geral,
pois a selecdo do método deve ser baseada na natureza do patdgeno e nas suas vantagens e

desvantagens.
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A despeito da importancia do tema, observa-se uma lacuna entre as publicagOes
cientificas pertinentes, no sentido de que um numero significativamente reduzido de estudos
tem sido produzido, abordando a problematica da selecdo e validacdo de protocolos nessa
area, bem como avaliando os desafios e as perspectivas da coleta, processamento e estocagem
de amostras em microbiologia (COSTA et al., 2009).

4.2 — Recuperacao dos isolados fungicos mantidos na Micoteca “Prof. Gilson Soares da

Silva”.

Foram recuperados isolados dos géneros Fusarium (Figuras 05 e 06), Gliocladium
(Figura 9), Myrothecium (Figura 8), Trichoderma (figura 10) e Isaria (Figura 12) que
pertencem a ordem Hypocreales; dos géneros Aspergillus (Figura 7) e Penicillium (Figura 9)
pertencentes a ordem Eurotiales; dos géneros Curvularia, Stemphylium (Figura 9) e
Corynespora (Figura 11) que pertencem a Ordem Pleosporales; do género Chaetomium
(figura 9) pertencente a ordem Sordariales; do género Phomopsis (figura 9) que pertencem a
ordem Diaporthales; do género Chalara (figura 11) que pertencem a ordem Microascales; do
género Pestalotiopsis (Figura 13) pertecente a ordem Xylariales; e isolados do género
Colletotrichum (figura 8) que pertencem a classe Sordariomycetes.

Apos sete dias de crescimento em cdmara BOD 0s microorganismos ja apresentavam
coloracdo tipica da cultura, aparecimento de conidios que puderam ser visualizados e
identificados em microscopia Optica, além da velocidade de crescimento no meio de cultura
satisfatorio.

A recuperacdo dos isolados é importante, principalmente, quando estes sdo
depositados nos métodos de Repique Continuo e de Liofilizagdo. O Primeiro devido ao seu
rapido consumo do meio de cultura pelos microrganismos até sua exaustdo e o segundo
método por seu processo agressivo, em que alguns géneros de fungos ndo resistem, por essa
razdo, o monitoramento deve ser feito a cada quatro meses ou antes dependendo da
velocidade de consumo do meio de cultivo para o primeiro método e o segundo a cada seis
meses.

Alguns destes isolados foram utilizados na caracterizacdo morfoldgica e molecular. A
manutencdo de isolados fungicos da garantias de sua utilizacdo futura. Os isolados de
fitopatdgenos sdo importantes como referéncias para quarentena, para serem utilizados no
desenvolvimento de “kits” diagnosticos de doengas, estudos de variabilidade e posterior uso

na selecdo de plantas resistentes as doengas (EMBRAPA, 2007).
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A recuperacdo dos isolados fungicos permite ainda que se verifique a possivel
contaminagdo por outros fungos de determinado isolado. Por isso este trabalho deve ser
realizado constantemente com todas as amostras depositadas na Micoteca.

Método de Repicagem Continua

Fusarium oxysporum:

Figura 5. Colbnias recuperadas de Fusarium oxysporum. A- MGSS 09: Fusarium oxysporum f. sp. cubense.
Hospedeiro: Bananeira. Preservado desde 2011.B-.MGSS 14: Fusarium oxysporum f. sp. cubense. Hospedeiro:
Helicbnia.Preservado desde 2011. C-MGSS 10: Fusarium oxysporum f. sp.vasinfectum. Hospedeiro: Quiabeiro.
Preservado desde 2011. D- MGSS 43. Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. E.-MGSS 103. Fusarium
oxysporum f. sp. passiflora. Hospedeiro: Maracuja.

——

Fusarium sp.

Figura 6. . Colénias de isolados recuperados do género Fusarium. A-MGSS 118. Fusarium sp. Hospedeiro:
Coentro. B- MGSS 140. Fusarium sp. Hospedeiro: Pepino. C- MGSS 12. Fusarium guttiforme. Hospedeiro:
Abacaxi Turiagu. D- MGSS 149. Fusarium equiseti Hospedeiro: Alface. E- MGSS 58. Fusarium guttiforme.
Hospedeiro: Abacaxi. F- MGSS 60. Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum. Hospedeiro: Feijdo Caupi. G-
MGSS 82. Fusarium sp. Hospedeiro: Vinagreira. H- MGSS 117. Fusarium equiseti. Hospedeiro: Feijdo Caupi.
I - MGSS 122. Fusarium equiseti Hospedeiro: Pimentdo All big. J- MGSS 124. Fusarium sp. K- MGSS 139.
Fusarium sp. Hospedeiro: Mamoeiro. L- MGSS 141. Fusarium sp. Hospedeiro: Vinagreira.
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Género Aspergillus:
Figura 7. Colénias de isolados recuperados do género Aspergillus. A-MGSS 03. Aspergillus flavus. B-.MGSS
07. Aspergillus niger. Hospedeiro: Mamoeiro. Preservado desde 2011.

Género Colletotrichum e Myrothecium:

Figura 8. Col6nias de isolados recuperados dos géneros Colletotrichum e Myrothecium. A - MGSS 20.
Colletotrichum gloeosporioides. Hospedeiro: Tangerina. B - MGSS 85. Colletotrichum musae. Hospedeiro:
Banana. C - MGSS 113. Colletotrichum gloeosporioides. Hospedeiro: Orquidea. D - MGSS 119.
Colletotrichum gloeosporioides. Hospedeiro: Goiabeira. E- MGSS 143. Myrothecium sp. Hospedeiro: Alface. F-
MGSS 144. Colletotrichum sp. Hospedeiro: Piment&o.
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Género Penicillium; Género Curvularia; Género Phomopsis; Género Gliocladium,
Género Chaetomium, Género Stemphylium.

Figura 9. Caracteristicas das col6nias de isolados recuperados dos géneros Penicillium, Curvularia, Phomopsis,
Gliocladium, Chaetomium, Stemphylium. A- MGSS 95. Penicillium sp. Hospedeiro: Arroz (Preservado desde
2013. B - MGSS 115. Curvularia lunata. Hospedeiro: Milho. Preservado desde 2014. C-MGSS 80. Phomopsis
pseudomangifera. Hospedeiro: Roseira. Preservado desde 2013. D - MGSS 172. Curvularia lunata. Hospedeiro:
Gramado. Preservado desde 2014. E - MGSS 150. Gliocladium sp. Hospedeiro: Tomateiro. Preservado desde
2014. F - MGSS 121. Curvularia sp. Hospedeiro: G- MGSS 125. Chaetomium sp. Hospedeiro: Alface Gl.
Americana. H- MGSS 137. Stemphylium sp. Hospedeiro: Tomateiro.

B

Trichoderma sp.

Figura 10. Caracteristicas das col6nias de isolados recuperados do género Trichoderma. A - MGSS 46.
Trichoderma sp. Hospedeiro: Arroz. B - MGSS 48. Trichoderma sp. C - MGSS 49. Trichoderma sp. D -
MGSS 50. Trichoderma sp. Hospedeiro: E - MGSS 53. Trichoderma Hospedeiro: Abacaxi F- MGSS 123.
Hospedeiro: Roseira.
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Corynespora cassiicola, Chalara paradoxa

Figura 11. Caracteristicas das col6nias de isolados recuperados dos géneros Corynespora e Chalara. A- MGSS
92. Coryespora assiicola. Hospedeiro: Mamao. B-MGSS 105. Chalara paradoxa. Hospedeiro: Abacaxi.

N

Beauveria bassiana, Isaria sp.

Figura 12. Caracteristicas das colonias de isolados recuperados dos géneros Beauveria e Isaria. A- MGSS 87.
Beauveria bassiana. Hospedeiro: B- MGSS 136. Isaria sp.. Hospedeiro: Mosca negra.

Pestalotiopsis sp.

Figura 13. Caracteristicas das colbnias de isolados recuperados do género Pestalotiopsis. A - MGSS 186.
Pestalotiopsis sp. Hospedeiro: Heliconia sp.
@}"'}"%H: ﬂ(

4.3 Documentacao e Informatizacao da Micoteca “Prof.’ Gilson Soares da Silva”.

As informacdes referentes a cada fungo fitopatogénico sdo armazenadas em pastas
no computador da Micoteca MGSS com foto da col6nia, estrutura fungica e sintomas. Além
de cadastros com numero de registros de cada isolado fdngico com informacGes de
classificacdo taxonémica, nome cientifico e comum do hospedeiro, data da coleta, data da
determinacdo da espécie ou género e da incorporagdo ao acervo, identificacdo de coletor e do
determinador do fungo, localizacdo (Pais, Estado, municipio) juntamente com dados da
longitude, latitude, altitude e confirmagdo molecular da espécie. Essas informacgdes fazem
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parte do modelo criado pelo SpeciesLink, que integra dados priméarios de Cole¢des de todo
pais tornando essas informacdes disponivel de forma livre e aberta na internet. S&o feitos
ainda copias em duplicatas em CD’s, nos dois computadores da Micoteca e em registros
impressos.

A disponibilizacdo destas informagdes esta organizada em uma home page e sera
uma das primeiras Colecdes Bioldgicas do Maranhdo. Vale salientar que, todos os sites de
colecdes de fungos (micotecas) e periodicos s6 aceitam a identificacdo de espécies fungicas
em trabalhos cientificos, com base na identificagdo morfologica e molecular, mesmo que as
espécies j& sejam conhecidas.

O site da Micoteca “Prof® Gilson Soares da Silva” foi organizado de forma que o
visitante internauta tivesse acesso as informac6es sem muita dificuldade. Por isso, criou-se o
seguinte layout: Home, Institucional, Solicitaces, Acervo, Projetos, Cursos/Eventos, Contato
(Figura 14).

No Campo institucional estd subdividida em: a Micoteca e a Equipe, onde o visitante
tem informacGes sobre a colecdo de fungos fitopatogénicos e a equipe. Na secdo A
MICOTECA do site descreve um pouco da criacdo da Micoteca atraves do Edital FAPEMA
N° 29/2012 — CBIOMA, dos métodos de preservacdo utilizados para conservagdo de fungos.

A missdo da Micoteca e os direitos de Propriedade (Figura 14).
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Figura 14. Pagina que mostra o Campo Institucional do site sobre o historico, Missdo e Direitos de
Propriedade da Micoteca.
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Sistema de Autorizaco e Informagao em Biodiversidade sob registro n® 53913!
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om acervo de 708 isolados de fungos fitopatogénicos divididos em 21 géneros, 32

espécies flngicas, isolados de materiais vegetais coletados na liha de S3o Luis e outros municipios do Estado do Maranh&o

Para preservagao dos fungos fitopatogénicos sio empregados os metodos de Repique Continuo, Conservagao em Solo, Metodo de Castellani, Preservagao em Oleo

ento e Liofilizagdo.

A Micoteca "Prof. Gilson Soares da Silva" tem como principal objetivo preservar e fornecer culturas de fungos fitopatogenicos para pesquisas diversas e incluindo pedidos
de identificagdo de fungoes e, treinamente de estudantes e profissionais, nas areas de preservagae, manutangao de culturas,

Direitos de Propriedade

Na secdo Equipe vém discriminado os nomes dos responsaveis pela identificagdo
dos isolados de fungos fitopatogéncios da Micoteca juntamente com a titulacdo do

profissional e funcéo dentro da Micoteca (Figura 15).
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Figura 15. Pagina dentro campo Institucional na secdo Equipe que mostra nome e fungdo de quem atua na
Micoteca
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Funcdo: Curadora Fungdo: Pesquisador Fungdo: Pesquisadora Mestrando em Agroecologia
{UERMA, Erasil)
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José Ribamar Muniz Campos Ménica Shirley Brasil dos Santos Ana Leticia Rocha Monteiro

MNeto e Silva Doutoranda em Fitopatologia

Doutorando em Agroecologia Mestre em Agroecologia {(UFV.Brasil)

[UEMA Brasil) (UEM Fung3o: Pesguisadora

Fungio: Pesquisador Fung¢do: Pesquisadora

A micoteca dispBe de servi¢os como envio, identificacdo e Incorporacdo de amostras
fangicas. Para qualquer destes servigos o interessado ao entrar no site fara o download do
formulério a ser preenchido de acordo com o servigo que pretende. Estes formularios estdo em

anexo a este relatdrio (Figura 16).

Figura 16. Solicitagdes. Formularios (Pedido de Amostras, Pedido de Identificacdo e Pedido de Incorporagéo de
Culturas flingicas).
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FORMULARIO DE SOLICITAGAD DE CULTURA FUNGICA
2. Pedido de Identificacio de Ameostras

FORMULARIO DE IDENT FIC.-‘qC.EC' DE CULTURA FOMNGICA
3. Pedido de Incorporacdo de Cultura

FORMULARIO DE INCORPORACAD DE CULTURA FUNGICA
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Busca no Acervo

A busca no Acervo da Micoteca “Prof. Gilson Soares da Silva” de fungos
fitopatogéncios foi um dos motivos de reunides para a discussao da melhor forma do usuario
obter as informacdes e ¢ realizada no campo “Acervo” de duas maneiras distintas. A primeira
digitando o género de interesse ou a segunda maneira inserindo a espécie fangica ou nome da
doenca causada por este ou ainda pelo nome do hospedeiro e neste ultimo caso aparecerdo as

espécies de fungos fitopatogénicos associadas aquele hospedeiro (Figura 17).

Figura 17. Péagina que estabelece a busca ao acervo da Micoteca das espécies flngicas a partir do género, nome
de espécie, nome de doengas ou nome de hospedeiros.
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Vorg estaagui:  Home
ACERVO

Pesquisa por Acervo

Géneros

Pesquisa por texto (espécie, doenca, e hospedeiro)

Resultados da Pesquisa

Por exemplo, ao digitar no campo Género o nome Alternaria o usuario observara
duas espécies catalogadas na micoteca, como mostra a figura abaixo. S8o elas: Alternaria
cucumerina e Alternaria solani. O usuario observard informagfes de Reino, Filo, Classe,

Ordem, Familia e Género (Figura 18).
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Figura 18. Pagina que mostra resultados da pesquisa realizada para o género Alternaria.
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| Alternaria cucumerina | Alternaria solani

InformagBes referentes a espécie escolhida com fotos da coldnia, estruturas
microscopicas e sintomas no hospedeiro.

O usuario ao clicar em cima da espécie desejada tera acesso as seguintes informacdes
como a classificacdo taxondmica do fungo, o hospedeiro, o substrato de isolamento do fungo
no hospedeiro (folhas, caules, frutos, raizes, flores etc.), os métodos de preservacdo do fungo
na Micoteca, informacGes sobre a doenca especialmente dos sintomas caracteristicos, 0s
danos que acomentem ao hospedeiro, as referéncias bibliograficas relacionadas ao
patossistema e uma galeria de fotos com a col6nia fangica, estruturas microscopicas (esporos,
conidiéforos, hifas e outras estruturas) e sintomas nos hospedeiros causados pelo patdégenos.
(Figura 19).
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Figura 19. Informagdes referentes & espécie escolhida com fotos da coldnia, estruturas microscopicas e
sintomas no hospedeiro.
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Projetos
O usuario poderé ainda ter acesso aos projetos que estdo sendo desenvolvidos ou ja
foram encerrados que utilizam ou utilizaram os isolados fungicos depositados na Micoteca.
Neste campo estdo inseridos os titulos dos projetos, fonte de financiamento
(FAPEMA, CAPES etc.), o periodo de execucdo do projeto, os alunos envolvidos no projeto,

descricdo (Mestrado, Doutorado, Iniciacdo Cientifica, Monografias etc.) (Figura 20).
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Figura 20. P4gina que mostra Titulo, fonte de Financiamento, Periodo, Aluno e descri¢do dos projetos
relacionados a Micoteca.
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Doutorado

Cursos/Eventos
No campo Cursos/Eventos estdo noticias relacionadas ao tema da Micoteca. Com
eventos na area da Micologia, Microbiologia, Fitopatologia e areas afins. As informacGes

trazem nome do evento, data de realizacéo e local de realizagéo (Figura 21).
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Figura 21. Pagina destinada a divulgacdo de Cursos e Eventos na area de Micologia, Microbiologia,
Fitopatologia.
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Contatos

No campo Contatos, o usuario tem acesso a informacdes de endereco da Micoteca
“Prof. Gilson Soares da Silva”. Este contato poderéa ser feito via e-mail, carta, oficio ou ainda
enviar mensagem no campo abaixo com preenchimento do nome, e-mail do solicitante,
assunto e mensagem, sdo as formas e disponiveis para entrar em contato com a Micoteca
(Figura 22).
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Figura 22. Formas de contatos da Micoteca “Prof. Gilson Soares da Silva”.
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Além do site, todos os isolados fungicos possuem um cadastro onde foram
identificados e cadastrados em ficha contendo o timbre da Micoteca recebendo o cédigo
MGSS seguido de uma numeragdo crescente de acordo com a ordem de obtencdo da cultura
fangica (ANEXO 01). No registro foram preenchidos os dados do método de preservagdo em
que os isolados se encontram, 0 género e espécie, numero da linhagem, data de isolamento,
local de origem, hospedeiro de origem ou substrato de origem. Até o presente momento,

novos isolados foram identificados no Laboratério de Fitopatologia — UEMA aumentando
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ainda mais o numero de isolados fungicos contribuindo para conservacdo da diversidade
bioldgica.

Esta Micoteca ja nasce seguindo Convencao da Diversidade Biologica que no artigo
17 da CDB sobre o intercambio de informacdes diz: “As Partes Contratantes devem
proporcionar o intercAmbio de Informacdes, de todas as fontes disponiveis do publico,
pertinentes & conservacdo e a utilizagdo sustentavel da diversidade bioldgica, levando em
conta as necessidades especiais dos paises em desenvolvimento” (MINISTERIO DO MEIO
AMBIENTE, 2000).

E necessario conhecer e disseminar a informagio sobre o que ja foi colecionado ao
longo de muitos anos e encontra-se depositado nas colegGes. Essas informacbes séo
imprescindiveis, como por exemplo, no estabelecimento de areas com biota pouco conhecida,
de areas prioritarias para pesquisa e conservagdo, de grupos taxondémicos pouco estudados,
dentre outras fungBes. Porém, esse é um &rduo caminho que inclui entre os seus desafios: o
gerenciamento da digitacéo e digitalizacdo de dados e imagens juntamente com a organizagédo
e modernizacdo do acervo; o tombamento dos espécimes, sua acomodacdo em ambientes
adequados e identificacdo acurada (MARINONI; PEIXOTO, 2010).

A Lei 6.938, de 1981, que dispde sobre a Politica Nacional do Meio Ambiente, prevé a
divulgacdo de dados e informag6es ambientais para a formacao da consciéncia publica sobre a
necessidade de preservacio da qualidade ambiental e do equilibrio ecoldgico (artigo 4°, inciso
V). O artigo 9° afirma que, entre os instrumentos da Politica Nacional do Meio Ambiente, esta
a garantia da prestacdo de informacdes relativas ao meio ambiente, obrigando-se o poder
publico a produzi-las, até mesmo quando inexistentes (CANHOS; CANHOS; SOUZA, 2006).

Os ministros de paises membros da OCDE reconhecem que, a0 promover 0 acesso
aberto e amplo aos dados de pesquisa, estardo melhorando a qualidade e a produtividade dos
sistemas cientificos do mundo (GONZALEZ et al., 2010).

4.4 ldentificacdo morfoldgica dos fungos fitopatogénicos da Micoteca “Prof.° Gilson

Soares da Silva”.

ALTERNARIA

O isolado MGSS 178 apresentou col6nias de coloracdo cinza, conidios de forma
obclavados, ovoide ou elipisoidal, quanto ao namero de células sdo fragmosporo (pluricelular

com septos transversais) ou dictiosporos (pluricelular com septos longitudinais e transversais)
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em cadeia, os conidi6foros eram simples. Ja o isolado MGSS 184 apresentou coloragdo de
col6nia marrom com bastante micélio aéreo. Quanto aos conidios sdo de cor marrom e a
forma podendo ser obclavados, ovoide ou elipisoidal apresentando-se os tipos fragmosporo
(pluricelular com septos transversais) ou dictiosporos (pluricelular com septos longitudinais e
transversais) este ultimo com oito septos, havendo também a formacao de conidios em cadeia.
Os conidioforos apresentaram-se ramificados (Figuras 23 e 24).

Os isolados MGSS 178 e MGSS 184 foram classificados pertencentes ao género
Alternaria. Esses resultados estdo de acordo com a classificacdo de fungos hifomicetos
dematiaceos proposta por Ellis (1971); e pela redefinicdo do género proposta por
Woudenberg et al. (2013).

Figura 23. Col6nia e estruturas micromorfologica do isolado MGSS 178. A. Col6nia de Alternaria sp., B.-C.
esporos, D. conidios em cadeia.

Figura 24. Colénia e estruturas micromorfologica do isolado MGSS 184 da espécie Alternaria alternata. A..
Col6nia, B. coniidios, C. Conidioforo, D. Conidios em cadeia.
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BEAUVERIA

Beauveria apresenta poucas caracteristicas morfologicas que sdo taxonomicamente de
diagnéstico em classificacdo de espécies. Caracteristicas de crescimento da col6nia e
aparéncia sdo semelhantes entre a maioria das espécies de Beauveria com colbnias

aparecendo branco ao amarelo claro.

O isolado MGSS 87 apresentou colonias de coloracdo branca e aspecto cotonoso,
formato dos conidios globoso e quanto ao nimero de células é amerosporo (unicelular e sem
septos), hifas aéreas ramificadas, hialina, septadas com parede fina. Conidiéforos ramificados
(Figura 25).

Diante das caracteristicas morfologicas o isolado MGSS 87 foi classificado como
pertencente & espécie Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. Estes resultados estdo acordo
com os encontrados com Hoog (1972), Rehner et al. (2011), Wang et al. (2013).

Figura 25. MGSS 87. Caracteristicas morfoldgicas de Beauveria bassiana A. colbnia, B. conidios. C-
D.Conididforos ramificados.
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CHAETOMIUM

O isolado MGSS 83 apresentou colbnias de coloracdo cinza esverdeado com
ascosporos amerasporo (unicelular, esseptado) de formato subgloboso de coloracdo marrom
escuro, ascoma globoso e eliptico. Cabelos dos ascoma s&o retos (Figura 26).

Diante das caracteristicas morfologicas o isolado MGSS 83 foi classificado como
pertencente a espécie Chaetomium fuscum Basu.

Outros trabalhos foram realizados para a caracterizagdo deste género realizados por
Asgari; Zare (2011); Aggarwal et al. (2013); Wang et al. (2014a); Ahmed et al. (2016).

Figura 26. MGSS 83. Caracteristicas morfoldgicas de Chaetomium fuscum. A. Aspecto da Colénia, b.
ascosporos, C. Cabelos ascoma. D. Ascoma

CLADOSPORIUM

O isolado MGSS 180 apresentou colénias de coloracdo cinza com conidios
amerdsporo (unicelular, esseptado) e alguns didimésporos (bicelular, uniseptado) de formato
eliptico de coloragdo esverdeado (Figura 27).

Diante das caracteristicas morfoldgicas o isolado MGSS 180 foi classificado como

pertencente ao Cladosporium cladosporioides complex.
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A classificagdo morfolégica de Cladosporium cladosporioides é de dificil
diferenciacdo porque as espeécies mostram muita semelhanga na morfologia, nas
caracteristicas da cultura.

Por isso diversos trabalhos sugerem a unido da caracterizacdo morfolodgica e molecular
para a correta identificacdo de espécies que se encontram inseridas dentro do complexo
Cladosporium cladosporioides. Os caracteres fenotipicos mais importantes para distinguir as
espéecies dentro do complexo C. cladosporioides sdo a forma, largura, comprimento, a
formacéo de septos e ornamentacdo da superficie de conidios e conidioforos; comprimento e
padrdes de ramificacdo de cadeias de conidios e forma e largura de hifas (BENSCH et al.,
2010).

Figura 27. MGSS 180. Caracteristicas morfoldgicas de Cladosporium cladosporioides. A. Coldnia. B. Conidio
unicelular. C-D. Coniditforos.

COLLETOTRICHUM

Quanto a caracteristicas da colénia o isolado MGSS 85 apresentou colbnias de
coloracdo laranja com pontos de massa de conidios em laranja mais acentuado. Os isolados
MGSS 113, MGSS 144, MGSS 174 apresentaram col6nias de cor clara com o centro cinza
escuro e aspecto cotonoso. Os dois Ultimos isolados apresentaram coloracéo bem distintas um
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do outro, o isolado MGSS 119 apresentou colbnia de coloracdo cinza escuro e o isolado
MGSS 198 com coloracdo branca e ambos com bastante micélio aéreo e aspecto cotonoso
(Figura 28, 29,30).

Os isolados apresentaram conidios hialinos formato cilindrico, amerosporo —
unicelular, asseptado. De modo geral, observou-se a produgdo de apressorios tanto com o
formato irregular, como obovdide, dotados de uma simples célula exibindo um poro de
germinacdo hialino na parte central. Foi também observada a presenca de um septo separando
0 apressorio da hifa, existindo apressorios hialinos e de cor castanha

Essas caracteristicas identificaram o isolado MGSS 113, MGSS 144, MGSS 174,
MGSS 119, MGSS 198 como Colletotrichum gloeosporioides e o isolado MGSS 85 como

Colletotrichum musae segundo Sutton (1980).

Figura 28. Caracteristicas morfoldgicas de Colletotrichum musae e Colletotrichum gloeosporioides. MGSS 85..
A. Colbnia de Colletotrichum musae, B. Apressério. C-D. Conidios. E. Colénia do isolado MGSS 119 da

espécie Colletotrichum gloeosporioides, F. conidios unicelulares do isolado MGSS 119.
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Figura 29. Caracteristicas morfolégicas de Colletotrichum gloeosporioides de dois isolados. MGSS 198

(esquerda). A. Colénia. B. Conidios, C. apressério, D. Conidiéforo. MGSS 113 (direita). A. Colénia, B.
conidios, C- conididforo, D- apressorio.

Figura 30. Caracteristicas morfologicas de Colletotrichum gloeosporioides de dois isolados. MGSS 144 (Lado
Esquerdo). A. Colénia, B-C. Apressério, D-E-F. Conidios, MGSS 174 (Lado Direito).. A. Colbnia, B.
Conididforo, C-D. Conidios.

CORYNESPORA

O isolado MGSS 93 apresentou caracteristicas de colénia com coloragcdo marrom claro
com micélio aéreo e cotonoso. Conidioforo de coloracdo marrom e conidios de forma

cilindrica e quanto ao nimero de células sdo framosporo apresentando sete pseudosseptos e a
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coloragéo varia de sub-hialino a marrom (Figura 31).

Esses resultados estdo de acordo com Ellis (1971) que descreveu os conidios de C.
cassiicola com numero de pseudosseptos variando de quatro a vinte e conidioforo variando de
levemente palido a marrom.

Essas caracteristicas identificaram o isolado como Corynespora cassicola (Berk. &
Curt.) Wei).

Figura 31. MGSS 93. Caracteristicas morfoldgicas de Corynespora cassiicola. A. Col6nia. B-C. Conidios com
pseudosseptos. D. Conidiéforo.

CURVULARIA

Os isolados MGSS 29, MGSS 115 e MGSS 172 apresentaram coldnias de coloracéo
marrom a negra com presencga de micélios aéreos. Os conidios quanto ao nimero de células
sdo fragmosporo (Pluricelular, septos transversais) apresentando trés septos, podendo ser
curvos ou elipticos. Conididforos retos de coloragdo marrom (Figura 32, 33 e 34).

Os isolados MGSS 29 e MGSS 172 apresentaram caracteristicas proprias das espécies
Curvularia eragrostides e Curvularia lunata. J& o isolado MGSS 115 foi identificado
somente em nivel de género.

As caracteristicas dos isolados estudado estdo de acordo com as referidas na
bibliografia consultada (ELLIS, 1971).
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Figura 32. MGSS 29. Caracteristicas morfolégicas de Curvularia eragrostidis. A. Colonia. B. Conidiéforo, C.
conidio. D. Conididforo reto e simples.

Figura 33. MGSS 115. Caracteristicas morfoldgicas de Curvularia sp. A. Col6nia. B. Conidios, C- D.
Conidioforos.

Figura 34. MGSS 172. Caracteristicas morfologicas de Curvularia lunata. A. Col6nia. B. Conidios, C- D.

Conidioforos retos.
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FUSARIUM

Quanto a coloracdo de coldnias os isolados MGSS 54, MGSS 66, MGSS 68, MGSS
157, MGSS 194 apresentaram o centro da colénia rosa e bordas claras, os isolados MGSS 141
e MGSS 159 apresentaram coldnias totalmente rosas proximos do vermelho em tons fracos
para a primeira estirpe e mais acentuado na segunda estirpe e os isolados MGSS 61 e MGSS
71 com col6nias de cor salméo (Figuras 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43).

Outro grupo com os isolados MGSS 09, MGSS 10, MGSS 14, MGSS 65 e MGSS 67
apresentaram colonias de coloragdo roxa. E o outro grupo colonias totalmente rosa: os
isolados MGSS 01, MGSS 15, MGSS 42, MGSS 118, MGSS 155, MGSS 182, MGSS 183
(Figuras 44, 45, 46, 47, 48, 49).

Outro grupo com isolados MGSS 117, MGSS 122 apresentaram coloracdo da coldnia
salm&o. J& a estirpe MGSS 138 apresentou coldnia de cor amarelo queimado, e os isolados
MGSS 149 ¢ MGSS 191 apresentaram coloragéo rosa (Figuras 50, 51)

E um isolado MGSS 169 apresentou colénia de coloragédo central levemente dourado e
bordas rosa (Figura 49).

Quanto a presenca de macroconidios na forma alant6ide e do tipo fragmdsporo
(pluricelular e septos transversais) os isolados foram divididos quanto o nimero de septos. As
estirpes que produziram macroconidios entre 3-5 septos foram: MGSS 01, MGSS 15, MGSS
183, MGSS 67, MGSS 155, MGSS 66, MGSS 68, MGSS 182, MGSS 61, MGSS 10, MGSS
54, MGSS 42, MGSS 14, MGSS 118, MGSS 09. E os isolados que produziram entre 5-7
septos foram: MGSS 191, MGSS 149, MGSS 169, MGSS 122, MGSS 138, MGSS 117. Os
isolados MGSS 71, MGSS 141, MGSS 157, MGSS 159 e MGSS 194 ndo produziram
macroconidios.

Quanto a presenca de microconidios, estes apresentaram as forma oval, elipitica ou
reniforme podendo ser amerdsporo (unicelular sem septos) ou didimésporo (bicelular,
uniseptado). Foram constatados nos seguintes isolados: MGSS 01, MGSS 15, MGSS 183,
MGSS 65, MGSS 159, MGSS 67, MGSS 155, MGSS 66, MGSS 71, MGSS 68, MGSS 141,
MGSS 182, MGSS 122, MGSS 61, MGSS 10, MGSS 54, MGSS 42, MGSS 149, MGSS 14,
MGSS 118, MGSS 09, MGSS 194, MGSS 157. Também se verificou que alguns néo
produziram microconidios sdo eles: MGSS 117, MGSS 138, MGSS 169 e MGSS 191.

A producdo de estrutura de resisténcia (Clamiddsporo) foi observada nos seguintes
isolados MGSS 10, MGSS 15, MGSS 42, MGSS 155, MGSS 182 e MGSS 183.
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Figura 35. Caracteristicas morfolégicas do isolado MGSS 54.. A. Colénia de Fusarium guttiforme. B. Conidios,
C- D. Conidioforos retos.
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Figura 36. Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 61. A. Aspecto da Colénia de Fusarium em meio de
cultura BDA. B. Macroconidios. C. Macroconidios e Microconidios.

Figura 37. Caracteristicas morfologicas do isolado MGSS 68. A. Aspecto da Colbnia de Fusarium guttiforme
(Verso). B. Aspecto da Coldnia (Reverso). C. conidios em cadeia. D. mesoconidios. E. conidio germinando.
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Figura 38. Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 157. Aspecto da coldnia de Fusarium sp. B. Hifas em
espiral. C. Conidios. D . Monofialides e polifialides.

Figura 39. Caracteristicas morfolégicas do isolado MGSS 194. Aspecto de Coldnia de Fusarium sp. B.
Abundancia de microconidios. C-D. Microconidios.

Figura 40. Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 66. A. Aspecto da Coldnia de Fusarium sacchari. B.
Conidos. C. Filides. D. Microcondios e Macroconidios.
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Figura 41. Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 141. Aspecto da Col6nia de Fusarium sp. B. Hifa em
espiral. C. Conidios. Falsas Cabecas.

Figura 42. Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 71. A. Aspecto da Col6nia de Fusarium. B.
Microconidios. C. Filides. D. Abundancia de microconidios.

Figura 43. Caracteristicas morfologicas do isolado MGSS 159. A. Aspecto da Coldnia de Fusarium sp. B

Microconidios.
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Figura 44. Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 01 (esquerda). A. Aspecto da Colbnia de Fusarium
oxysporum. B-C. Macroconidios. Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 09 (Centro). A. Aspecto da
Col6nia de Fusarium. B. Macroconidio, C-D. Microconidio. Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 10
(direita). A. Aspecto da Coldnia de Fusarium oxysporum. B. Microconidio. C-D. Macro e Microconidios.

Figura 45. Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 14 (a esquerda). A. Aspecto da Col6nia de Fusarium
oxysporum. B.C.D. Macro e Microconidios. Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 15 (a direita). A.
Aspecto da Colbnia de Fusarium oxysporum. B-C-D. Microconidios.

Figura 46. Caracteristicas morfol6gicas do isolado MGSS 65 (& esquerda). A. Aspecto da Coldnia de Fusarium
sp. B-C-D. Macroconidios e microconidios. E. Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 42 (& direita). E.
Aspecto da Colbnia de Fusarium oxysporum. F. Clamidosporos, G-H. Microconidios e Macroconidios.
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Figura 47. Caracteristicas morfologicas do isolado MGSS 118. (a eaquerda). A. Aspecto da Colbnia de
Fusarium oxysporum. B. C. D. Macro e Microconidios. Caracteristicas morfolégicas do isolado MGSS 67 (a
direita). A. Aspecto da Coldnia de Fusarium sp. B. Macroconidios. C.D. Micro e Macroconidios.

Figura 48. Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 155 (a esquerda). A. Aspecto da Col6nia de Fusarium
oxysporum. B.Clamidosporo. C Macroconidio. D. Hifas, Macroconidio e clamidésporo. Caracteristicas
morfolégicas do isolado MGSS 183. A. Aspecto da Colbnia de Fusarium oxysporum. B. Macro e
Microconidios. C. Conidio germinando.
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Figura 49. Caracteristicas morfolégicas do isolado MGSS 182. (a esquerda). A. Aspecto da Col6nia de
Fusarium oxysporum, B. microconidios, C. Clamidosporos. Caracteristicas morfologicas do isolado MGSS 1609.
A. Aspecto da Coldnia de Fusarium longipes. B.

e SR N

Figura 50. Caracteristicas morfolégicas do isolado MGSS 117(a esquerda). A. Aspecto da Colonia de Fusarium
equiseti. B.C.D. Macroconidio. Caracteristicas morfolégicas do isolado MGSS 122 (a direita). A. Aspecto da
Coldnia de Fusarium. B.C.D. Macroconidios.

Figura 51. Caracteristicas morfologicas do isolado MGSS 138 (a esquerda). Aspecto da Colbnia de Fusarium
equiseti. B.C.D. Macroconidio. Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 191 (a direita). Aspecto da
Coldnia de Fusarium equiseti.B.C.D. Macroconidio

X
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Figura 52. Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 149. Aspecto da Coldnia de Fusarium. B.C.D.

Macroconidios.

Com base nos locais de obtencdo dos fungos em 6rgdos das plantas, associados aos
tipos de sintomas causados pelos fungos fitopatogénicos e observacdo das estruturas
micromorfolégica classificou-se as espécies em Fusarium oxysporum as estirpes: MGSS 01,
MGSS 09, MGSS 10, MGSS 14, MGSS 42, MGSS 118, MGSS 155, MGSS 182, MGSS 183.
Os isolados oriundos de abacaxi com sintomas de gomose como MGSS 15, MGSS 68, MGSS
71, MGSS 54, MGSS 67, MGSS 65 foram classificados como F. guttiforme. O isolado
MGSS 66 obtido da cultura do milho foi classificado com F. sacchari. Outros isolados
oriundos de caule e sementes de vinagreira, MGSS 141, MGSS 157, MGSS 159 e de insetos
como Mosca negra (Aleurocanthus woglumi), percevejo (Tibraca limbativentris)
apresentaram caracteristicas de espécies do complexo Gibberella fujikuroi dentro da se¢édo
Liseola. J& os isolados MGSS 169 foi classificado como F. longipes.

Os isolados MGSS 117, MGSS 138, MGSS 191 foram classificados como F. equiseti.
Os isolados MGSS 122 e MGSS 149 foram classificados como F. scirpi.

As caracteristicas dos isolados estudado estdo de acordo com as referidas na
bibliografia consultada (LESLIE; SUMMERELL, 2006).

TRICHODERMA

O isolado MGSS 123 apresentou col6nias de crescimento rapido com coloracao verde
em meio de cultura BDA e conidios de forma globosos e amerdsporos (unicelular, asseptado)
quanto ao numero de células. Os conidios tinham coloracdo verde e muitas vezes formavam

massas de conidios (Figura 53).
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Figura 53. Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 123. A. Coldnia de Trichoderma, B. Massa de
conidios e formato globoso. C. Conidios de coloragdo verde.

Os conidiéforos apresentaram-se altamente ramificados, irregularmente verticilados,
muitas vezes irregularmente dobrados, com alongamentos de hifas estéreis. Fialides em forma
de baldo em cachos terminais pequenos, geralmente reorganizados pelo seu rapido
crescimento.

O isolado MGSS 123 foi classificado pertencente ao género Trichoderma Persoon:Fr.
e as caraceteristicas do isolado estdo de acordo com as descritas por Samuels et al. (2015)

para este género.

LASIODIPLODIA

O isolado MGSS 176 cresceu rapidamente em meio de cultura BDA. O micélio aéreo
cresceu de forma uniforme em todas as direcfes e cobriu totalmente a superficie do meio de
cultura. A cor da colonia mudou gradualmente de cinza para preto ao longo de dez dias de
incubacdo. Quanto aos conidios havia presenca de maduros e imaturos. Quanto a forma, os
conidios maduros eram oval de coloracdo marrom escuro com leves estrias verticais, e quanto
ao numero de células eram didimosporo (bicelular, uniseptado). Os conidios imaturos eram
ovais, hialinos e quanto ao nimero de células unicelular, sem septos, com parede dupla
(Figura 63).

Os picnidios formados apds 4 semanas por este isolado eram de formato oval com
ostiolo (abertura) do qual estavam sendo expelidos conidios imaturos hialinos (Figura 54).
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Figura 54. Caracteristicas morfologicas do isolado MGSS 176. A. Coldnia, B-C- Conidios maduros septados.
D.E. Picnidios liberando conidios imaturos. F. Conidios imaturos

De acordo com essas caracterisiticas o isolado MGSS 176 foi classificado como
Lasiodiplodia theobromae. Outros autores relatam as mesmas caracteristicas para espécie L.
theobromae (ALVES et al., 2008; NORHAYATI; ERNEEZA; KAMARUZAMAN; 2016;
CHEN et al., 2016a).

METARHIZIUM

O isolado MGSS 192 apresentou no verso da placa col6nias com coloracdo verde no
centro e amarelo nas bordas e no lado reverso da placa amarelo claro. Conidios cilindricos do
tipo amerosporo (unicelular, esseptado) com extremidades redondas que variaram de cor de
verde claro para verde escuro com conidi6foros simples justapostos, resultando em uma
massa regular. As fialides, clavadas ou cilindricas foram originarias do vértice de hifas e se

colocam uma ao lado das outras (Figura 55).
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Figura 55. Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 192. A. Col6nia de Metarhizium (verso), B. Col6nia
de Metarhizium (reverso). C. Conidios cilindricos. D. Conidioforos simples. E. Colonizacdo do fungo em
Tibraca limbativentris.

De acordo com as caracteristicas morfologicas observadas o isolado MGSS 192 foi
classificado como Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok.

Outros autores também observaram essas mesmas caracteristicas em isolados de M.
anisopliae (BISCHOFF, REHNER, HUMBER, 2009; TANGTHIRASUNUN et al., 2010).

MYROTHECIUM.

Os isolados MGSS 143 e MGSS 148 apresentaram coldnias com caracterisitcas de
coldnias bem distintas uma da outra. O isolado MGSS 143 apresentou crescimento em meio
de cultura BDA de coloragdo branca e micélio aéreo e o isolado MGSS 148 apresentou

col6nias com coloracdo salméo (Figura 56 A e D).
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Figura 56. Caracteristicas morfologicas do isolado MGSS 143. A. Aparéncia da Coldnia de Myrothecium
verrucaria. B-C. Conidios limoniforme ou elipisoides. D. Colonia de Myrothecium gramineum (MGSS 148) de
cor salmédo. E. Conidios elipsdide ou cilindrico. F. Micélio hialino.

Os isolados MGSS 143 apresentaram conidios na forma limoniforme ou eliptico do
tipo amérosporo (unicelular, esseptado) com base truncada. Ja o isolado MGSS 148
apresentou conidios elipsoides e cilindricos sendo hialino do tipo amerosporo (unicelular,
asseptado).

De acordo com as caracteristicas analisadas o isolado MGSS 143 foi classificado
como Myrothecium verrucaria e o isolado MGSS 148 foi classificado como Myrothecium
gramineum.

Estes resultados estdo de acordo com a chave de identificacdo proposta por Ellis
(1971).

NEOSCYTALIDIUM

O isolado MGSS 106 apresentou caracteristicas de crescimento rapido em meio de
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cultura BDA, com preenchimento de toda placa de 9 cm em 4 dias de incubacéo a 25 °C. A
coldnia apresentou a coloragcdo negra com bastante micélio (Figura 57 - A)

Apresentou conidos de forma ovodide do tipo amérosporo (unicelular) e os
arthriconidios ocorrendo em cadeia de parede espessa e de cor marrom escura apresentando
entre 0 -1 septos (Figura 57- B-C).

Para o miceélio, as hifas foram ramificadas, septadas, de coloracdo marrom (Figura 56
-D).

Figura 57. Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 106. A. aspecto da coldnia de Neoscytalidium em
BDA. B. Conidios ovoide. C. Arthriconidios. D. Micélio.

Com base nas descrices de Crous et al. (2006), o fungo isolado a partir do Abacaxi

(Ananas comosus) foi identificado como Neoscytalidium dimidiatum (Penz.).

NIGROSPORA

O isolado MGSS 62 obtido de lesdes em folhas de arroz (Oryza sativa L.) apresentou
coldnias com crescimento inicial branco e apos sete dias estava de colora¢do negra devida
intensa espourlacdo de conidios.

Os conidios eram esféricos de coloragdo negra do tipo amerosporo unicelular,
asseptado. Conidi6foro micronematico e células conidiogéncias monoblasticas, solitarias,

determinadas (crescimento cessa ap6s a producgédo dos conidios) (Figuram 58).
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Figura 58. Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 62. A. Aspecto da coldnia de Nigrospora oryzae em
cultura BDA. B. Conidios esféricos. C-D. Conidioforos.

De acordo com as caracterisitcas o isolado MGSS 62 foi classificado como
Nigrospora oryzae (Berk & Br.) Petch. Estes resultados estdo de acordo com a chave de
identificacdo proposta por Ellis (1971).

PHOMOPSIS / DIAPORTHE

O isolado MGSS 80 oriundo de lesdes foliares de Roseira (Rosa sp.) apresentou
caracteristicas de colénia de coloracdo creme e no reverso da placa marrom claro. Alpha
conidios foram do tipo amerédsporo (unicelular, asseptados), hialinos, liso, fusiforme, vértice
truncado base arredondada. Os conidios beta foram filiforme, curvo, amerdsporo (unicelular
asseptados) hialinos presente em maior nimero do que Alpha conidios. Os picnidios

formados apresentaram coloracéo negra e superficial em meio de cultura BDA (Figura 59).
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Figura 59. Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 80. A. Aspectos do Verso da Colénia de Phomopsis.
B. Reverso da Coldnia. C. Alpha conidios. D. Beta conidios. E. Grande nimero de Beta conidios produzidos. F.
Picnidios produzidos em meio de cultura.

De acordo com essas caracteristicas o isolado MGSS 80 foi classificado como
Phomopsis sp.

Outros autores também observaram as mesmas caracteristicas aqui descritas
(SERRATO-DIAZ et al., 2014); (GOMES et al., 2013).

PHOMA

O isolado MGSS 152 apresentou col6nias de coloracdo castanha, de tom aveludado
com bordas claras (Figura 60).

Picnidios solitarios ou confluentes, globosos para subglobosos ou irregular, glabro,
marrom ao preto, superficial ou imerso, de tamanho varidvel, parede picnidios

pseudoparenquimatosos, composto por oblongo a cilindrica ou células alongadas, 4-5
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camadas, células conidiogénicas fialidicas, hialina, simples, suave, em forma de bal&o.

Formato dos conidios oblongo a elipsoidal, de parede fina, lisa, hialina, asseptados,
altamente variavel em tamanho. Presenca de clamiddsporos principalmente unicelulares, 5-15
mm de diametro, elipsoidal a oblongo a pouco piriforme, olivaceous ou marrom palido com
guttules esverdeados, solitario ou em cadeias, intercalada, mas também terminal.

Um conjunto de clamiddésporos unicelulares, em cluster podem ser observado
regularmente, em culturas mais velhas (AVESKAMP et al., 2009).

O isolado MGSS 152 foi classificado como Phoma multirostrata.

Assim, devido a caracteres fenotipicos que ndo podem sempre ser distintivo entre a
taxa, é indicado o auxilio de caracterizacdo molecular para delinear claramente a fronteira

entre as espécies deste género controverso.

Figura 60. Caracteristicas morfoldgicas do isolado MGSS 152. A. Aspecto de colénia de Phoma multirostrata
em meio BDA. B. picnidio de Phoma. C — E. Clamidosporo de Phoma; D. Picnidio globoso.

! \.“: R " Y
As informacGes morfologicas de cada isolados foram reunidas nas tabelas 4 e 5. A

tabela 4 € exclusivamente com caracteristicas morfologicas de espécies do género Fusarium.

Ja a tabela 5 mostra caracteristicas morfolégicas de isolados pretencentes a 15 géneros.



Tabela 4. Resumo das caracteristicas morfologicas de isolados do género Fusarium.
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CONIDIOS (Formato e numerode Células) Lacal de . o L
MGSS MACROCONIDIO MICROCONIDIO CLAMIDOSPOROS Isolamento Cor da colbnia Género/Espécie
01 Alantmde e fino com célula . Oval . Né&o Sisttema vascular ~ Totalmente Rosa Fusarium oxysporum
apical sem corte entre 3-5 septos  Amerdsporo (unicelular)
Oval (1 septo),
Didimésporo (bicelular)
71 Né&o observado. Produ2|,u _tambem Né&o Fruto Salmao Fusarium guttiforme
mesoconidios com 2
septos fragmdsporo
(pluricelular)
. , Oval (1 septo) ;
183 Alant0|deg fragm_osporo com 3 Didimdsporo Sim. Individual Sistema vascular ~ Totalmente Rosa Fusarium oxysporum
septos e célula apical sem corte .
(uniseptado)
65 Alantoide e fragmosporo com 3-7 , Oval N&o Mudas Roxa Fusarium sp.
septos e célula apical curvada Amerosporo (unicelular)
Oval (1 septo)
159 Ausente Didimésporo Né&o Sementes Vermelho Fusarium sp.
(uniseptado)
. ) Oval (1 septo)
67 Alant0|de,e fragmosporo 35 Didimésporo Né&o Mudas Totalmente Rosa Fusarim sp.
septos e célula apical curvada .
(uniseptado)
Alantéide e fragmdspor 5-7
117 Septos. com celulia ap_lcal Ausente Néo Caule Salméo Fusarium equiseti
curvada em abundancia de
macroconidios
Alantéide e fragmdspor com Oval (1septo) Sim. Simples ou .
155 célula apical curvada (4-5 septos)  Didimdsporo (bicelular) individual Fruto Totalmente Rosa Fusarium oxysporum
Oval (1 septo)
Didimésporo (bicelular)
Alantéide e fragmdsporo com 3 abundéncia de x . Rosas com bordas Fusarium sacchari
66 ) ) . e . Né&o Milho
septos, célula apical curvada. microconidios. Produziu claras
também mesoconidios
com 1 septo
Alantéide Curvatura no lado
138 dorsal superiormalor que no lado Ausente Né&o Fruto Am_arelo Fusarium equiseti
ventral, célula apical afinando e queimado

fragmodsporo com 7 septos
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Continuaco

CONIDIOS (Formato e nimerode Células) Local de . . -
MGSS MACROCONIDIO MICROCONIDIO CLAMIDOSPORO isolamento Cor da Coldnia Geénero/Espéice
Oval (1 septo,)
Alantoide -Curvatura no lado Didimosporo (bicelular)
dorsal superior maior do que no Produziu também Rosa e bordas
68 lado ventral com célula apical mesoconidios Né&o Fruto claras Fusarium guttiforme
afinando e fragmdsporo com 5 Fragmosporo '
septos. (pluricelular) com 2
septos
Alantéide e fragmdsporo (3-5 Oval com base trucada
15 ; Didimdsporo Sim. Individual Mudas Totalmente Rosa Fusarium oxysporum
septostransversais) .
(uniseptado)
Oval (1 septo) .
141 Ausente Didimésporo (bicelular) Né&o Caule Totalmente Rosa complia(jci)kﬁ:g?erella
» . Oval ( 1 septo) .
182 AIan'E0|de e fragmosporo Didimosporo (bicelular) Sim. Agrupado em Sistema vascular ~ Totalmente Rosa Fusarium oxysporum
(pluricelular) 3- 5 septos cadeia.
Alant6ide Curvatura no lado .
. - Oval e reniforme com 1
dorsal superior maior do que no septo
122 lado ventral e célula apical . septo Néo Semente Salmao Fusarium scirpi
; Didimdsporo (bicelular)
curvada e fragmosporo com 5
septos.
Oval (0-1 septos) em
Alant6ide e fino com célula mono e polifialides
54 apical sem corte e Amerosporo (unicelular) Néio Mudas Rosa e bordas Fusarium guttiforme
fragmdsporo(pluricelular) com 3 0 septo claras
a 5 septos Didimosporo (bicelular)
1 septo
Oval
Alantoide e fino fragmosporo Amerosporo (unicelular) Sim. Simples ou . .
10 . 0 septo - Sistema Vascular Roxo Fusarium oxysporum
(pluricelular) com 3 septos S . Individual
Didimdsporo (bicelular)
1 septo
Alantoide Curvatura no lado RoOsa com centro
169 dorsoventral e fragmosporo Ausente N&o Folha dourado e bordas Fusarium longipes

(pluricelular) com 5 septos e
abundancia de macroconidios

rosa claro.
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Continuacéo

CONIDIOS (Formato e nimerode Células) Local de . . -
MGSS MACROCONIDIO MICROCONIDIO CLAMIDOSPORO isolamento Cor da Colbnia Género/Espéice
61 cﬁl\?;;glg?:f;%%iluolfoaggiﬁls Oval N Inseto- Mosca salmio complexo Gibberella
segptos P Amerosporo (unicelular) negra fujikuroi
Oval (0-1 septos)
Alantéide com célula apical sem  Amerosporo (unicelular) sim. Individual ou em
42 corte e fragmdsporo (pluricelular) 0 septo ' ares Sistema vascular ~ Totalmente Rosa Fusarium oxysporum
com 3 a 5 septos. Didimésporo (bicelular) pares.
1 septo
Eliptico (0-2 septos)
Amerosporo (unicelular)
. . 0 septo . -
149 A!ant0|de e fragmosporo Didimésporo (bicelular) Né&o Folha Rosa Fusarium scirpi.
(pluricelular) com 3 a 6 septos. 1
septo
Fragmdsporo
(pluricelular) 2 septos
Oval (0-1 septo)
Alantoide com célula apical sem Amerospgrs(: (E[ngcelular)
14 corte e fragmosporo S pto. Né&o Sistema vascular ~ Totalmente Rosa Fusarium oxysporum
. Didimdsporo (bicelular)
(pluricelular) com 3 a 6 septos
1 septo
Oval (0-1 septo)
Alantoide com célula apical sem Amerospgrsc; (g:lcelular)
118 corte e fragmosporo com 3 a5 S pto. Nao Sistema vascular ~ Totalmente Rosa Fusarium oxysporum
Didimésporo (bicelular)
septos
1 septo
Alantoide - Curvatura no lado
dorsoventral e célula apical
191 afinando e fragmosporo Ausente Né&o Caule Rosa F. equiseti.
(pluricelular) com 5 septos, e
abundancia de macroconidios
Alantoide com célula apical Oval em monofialides
09 curvado e fragmosporo Amerosporo (unicelular) Né&o Sistema vascular Roxa Fusarium oxysporum

(pluricelular) com 3 septos.

0 septo
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Continuaco

CONIDIOS (Formato e nimerode Células)

MACROCONIDIO

MICROCONIDIO

CLAMIDOSPORO

Local de
isolamento

Cor da Col6nia

Geénero/Espéice

Oval com base truncada
Amerosporo (unicelular)
0 septo

Oval com base truncada
Amerosporo (unicelular)
0 septo

Inseto -(Tibraca
limbativentris)

Caule

Rosa e bordas

Rosa e bordas

complexo Gibberella
fujikuroi

complexo Gibberella
fujikuroi




Tabela 5. Resumo das caracteristicas morfoldgicas de 15 géneros de fungos fitopatogénicos.
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TIPOS DE CONIDIOS

Corpo de frutificacdo

Estrutura Cor da
MGSS NUmero de de Conidiéforo Colbnia Genero
Forma . resisiténcia ~ Ascoma Picnidio .
células livre
93 Cilindrica Fragmosporo - _ - Sim cinza Corynespora cassiicola
7 células esverdeado
AMerésnoro - Inicialmente
62 Esféricos OSP - - - Sim clara e negra Nigrospora oryzae
1célula 4 i
apos 7 dias
Elipsoides e AMEr6soro
148 cilindricos -TOSp - Salméo Myrothecium gramineum
(unicelular)
amerosporo
(unicelular)e Cinza
180 Eliptico alguns - - - Sim Cladosporium cladosporioides
LS esverdeado
didimodsporos
(bicelular)
Fragmaésporo
Conidios (Pluricelular,
29 SImetricos septos . - - - - Marrom Curvularia eragrostidis
podendo ser transversais)
elipticos. apresntando 3
septos.
fragmésporo
Conidios (Pluricelular,
115 Simetricos Septos . - - - - Negra Curvularia sp.
podendo ser transversais)
elipticos. apresntando 3
septos.
Fragmosporo
Conidios (Pluslgc?cl)tsjlar,
172 assimétrico P - - - - Negra Curvularia lunata

sendo curvos .

transversais)
apresentando 3
septos,
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Continuacéo

TIPOS DE CONIDIOS

Corpo de frutificacéo

MGSS Estrutura
Cor da A
NUmero de de Conidioforo Colbnia Género
Forma , resisiténcia ~ Ascoma Picnidio .
celulas livre
Fragmdsporo
(pluricelular
com septos
transversais) ou
Obclavados, - ) N
e dictiosporos Coniditforos . .
178 ovoide ou - - - Cinza Alternaria sp.
L (pluricelular simples
elipisoidal
com septos
longitudinais e
transversais) em
cadeia.
Conidios
maduros eram Conidios
oval de
~ maduros eram
coloracéo S
didimosporo
marrom .
escuro com (bicelular,
176 . uniseptado). Os - - - sim Negra Lasiodiplodia theobromae
leves estrias o
e conidios
verticais e .
b imaturos eram
conidios .
. unicelulares sem
imaturos eram
: septos
ovais,
hialinos.
Fragmaésporo
(pluricelular
com septos
transversais) ou
Obclavados, dictiosporos s
e - Conidioforo .
184 ovoide ou (pluricelular - - - e Marrom Alternaria alternata
L ramificado
elipisoidal com septos

longitudinais e
transversais)
este ultimo com
8 septos.




105

Continuacéo

TIPOS DE CONIDIOS

Corpo de frutificacéo

Estrutura Cor da
MGSS NUmero de de Conidioforo Colbnia Geénero
Forma , resisiténcia ~ Ascoma Picnidio .
celulas livre
Conidios
ameérosporo
(unicelular) e os
arthriconidios
Presenca de ocorrendo em
106 conidos forma  cadeia de parede - - - Sim Negra Neoscytalidium dimidiatum
ovéide espessa e de cor
marrom escura
podendo ser
unicleular ou
bicelular.
Presenca de
conidios em L
Condidforo
forma de -
O hialino. .
cilindricos Bordas cinzas
Amerosporos Houve a . . .
144 com falso . - - - ~ e centro cinza Colletotrichum gloeosporioides
(unicelular) formacéo
septo. Houve . escuro.
Av ainda de
abundéancia -
apressorios.
desses
conidios.
conidios na Amerdsporo
forma unicelular . .
143 . . ( ' - - - - Branca Myrothecium verrucaria
limoniforme esseptado) com
ou eliptico base truncada.
Presenca de
conidios em
forma .
o Bordas cinza
cilindrica. Amerosporo . . .
174 . - - - Sim. claro e centro Colletotrichum gloeosporioides
Houve (unicelular) .
N cinza escuro
producéo de
poucos

conidios.
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Continuacéo

MGSS

TIPOS DE CONIDIOS

Forma

NUmero de
células

Estrutura
de
resisiténcia

Corpo de frutificacéo

Ascoma

Picnidio

Conidio6foro
livre

Cor da
Colbnia

Género

198

85

123

83

152

Presenca de
conidios em
forma
cilindrica.
Houve
producéo de
poucos
conidios.
Presenca de
conidios em
forma
cilindrica.
Houve
producéo de
muitos
conidios
Conidios
globosos.
Conidios de
formato
subgloboso de
coloracédo
marrom
escuro,
Conidos
hialinos de
pegeuno porte
oblongo a
elipsoidal

Amerosporo
(unicelular)

Amerosporo
(unicelular)

Amerosporo
(unicelular)

Amerosporo
(unicelular)

Amerosporo
(unicelular)

Presenca
de
clamidosp
0ros

Presenca
de ascoma
globoso e
eliptico.

Presenca
de
picnidio

Sim. Houve
também
producéo de
apressorios.

sim

Branca e
centro laranja

Salmdo com
pontos
laranjas.

Verde

Cinza
esverdeado

Negra

Colletotrichum gloeosporioides

Colletotrichum musae

Trichoderma

Chaetomium fuscum

Phoma multirostrata
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TIPOS DE CONIDIOS

Corpo de frutificacéo

Estrutura Cor da
MGSS Numero de de Conidi6foro Colbnia Género
Forma , resisiténcia Ascoma .
células livre
Presenca de
conidios alfa
(fusiforme,
vértice
Amerosporo . .
80 truncado base (uniceluplar) - - - Creme Phomopsis pseudomangiferae
arredondada)
e Beta
(filiforme,
curvo).
Conidios Amerdsporo
87 arrendodados (unicelular) - Ascoma Sim Branca Beauveriabassiana
Sem septos
cilindricos Sim .
. conidiéforos N
extremidades S50 simoles coloracéo
redondas que Amerosporo quep verde no
192 variam de cor (unicelular) - - LUStanostos centro e Metarhizium anisopliae
de verde claro Sem septos Jr esulrt)am em, amarelo nas
para verde UMa massa bordas
escuro
regular.
Conidios em
formato .
cilindrico e Amerosporo
119 f 50 d (unicelular) - - Sim. Negra Colletotrichum gloeosporioides
ormagdo de Sem septos
apressorio
melanizados
Conidios em
formato . Cinza com
A Amerosporo i
cilindrico e - . escurecimento . .
113 x (unicelular) - - Sim Colletotrichum gloeosporioides
formacdo de Sem sentos no centro da
apressorio P coldnia

melanizados
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4.5 ldentificagdo molecular dos fungos fitopatogénicos da Micoteca “Prof.° Gilson

Soares da Silva”.

Foram extraido DNA fungico de 74 isolados fungicos das espécies classificados
morfologicamente como Fusarium spp., Colletotrichum spp., Cladosporium sp., Isaria sp.,
Corynespora cassiicola, Trichoderma spp., Alternaria sp., Pestalotiopsis sp., Sclerotium sp.,
Myrothecium sp., Phomopsis sp., Phoma sp., Curvularia spp., Beauveria sp., Chaetomium
sp., Neoscytalidium sp., Nigrospora sp., Lasiodiplodia sp., Metarhizium sp.

Vale ressaltar que por se tratar de uma Micoteca em que constantemente recebe-se
material fungico para incorporacdo ao acervo, a identificacdo seja morfoldgica ou molecular,

bem como todos 0s processos que a envolve é de fluxo continuo.

4.6 Amplificacdo e andlise filogenética da regido ITS do rDNA dos isolados fungicos da
Micoteca “Prof.° Gilson Soares da Silva”.

Foram amplificados DNA de 51 isolados com sucesso de fungos fitopatogénicos da
Micoteca “Prof. Gilson Soares de Silva”. As sequéncias obtidas foram comparadas com
outras depositadas no Genbank (Tabela 6).

Na anélise do gel de eletroforese foi possivel observar que houve amplificacdo da
regido de interesse do DNA de 16 géneros: Fusarium (27 isolados), Colletotrichum (6
isolados), Alternaria (2 isolados), Lasiodiplodia (1 isolado), Neoscytalidium (1 isolado),
Beauveria (1 isolado), Metarhizium (1 isolados), Nigrospora (1 isolado), Curvularia (3
isolados), Trichoderma (1 isolado), Phomopsis (1 isolado), Corynespora (1 isolados), Phoma

(1 isolado), Chaetomium (1 isolado), Cladosporium sp. (1 isolado), Myrothecium (2 isolados).
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Tabela 6. Comparagdo das sequéncias dos isolados da Micoteca “Prof. Gilson Soares da Silva” e de
sequéncias depositadas no Genbank.

CODIGO NO
o . GENBANK DAS SIMILARIDADE
ISOLADO GENERO/ESPECIE SEQUENCIAS (%)
SIMILARES
MGSS 178 Alternaria KF021888 100%
MGSS 184 Alternaria alternata KM374667 100%
MGSS 87 Beauveria bassiana JF837125 100%
MGSS 83 Chaetomium fuscum KP862604 100%
Cladosporium
MGSS 180 o KU508798 100%
cladosporioides
MGSS 85 Colletotrichum musae KC790968 99%
Colletotrichum
MGSS 113 o KT390195 100%
gloeosporioides
Colletotrichum
MGSS 119 o KP900291 99%
gloeosporioides
Colletotrichum
MGSS 144 o KT582142 100%
hymenocallidis
Colletotrichum
MGSS 174 o KT224835 100%
gloeosporioides
Colletotrichum
MGSS 198 . KT582184 100%
gloeosporioides
Corynespora
MGSS 93 N GU461300 90%
cassiicola
MGSS 172 Curvularia lunata JN116704 100%
MGSS 115 Curvularia lunata KR633133 100%
Curvularia
MGSS 29 o KJ541818 100%
eragrostidis
MGSS 118 Fusarium oxysporum LN828189 99%
MGSS 68 Fusarium oxysporum LN828189 99%
MGSS 09 Fusarium oxysporum EF017214 100%
MGSS 66 Fusarium sacchari AB374082 99%
Fusarium
MGSS 71 o KJ544799 99%
verticillioides
MGSS 15 Fusarium oxysporum 99%

KF646094




Continuagéo...

CODIGO NO
o . GENBANK DAS SIMILARIDADE
ISOLADO GENERO/ESPECIE SEQUENCIAS (%)
SIMILARES
MGSS 65 Fusarium oxysporum KF494053 100%
MGSS 67 Fusarium oxysporum KU170716 100%
MGSS 183 Fusarium oxysporum DQ093759 100%
MGSS 169 Fusarium longipes KF918597 99%
MGSS 149 Fusarium equiseti KT634075 100%
MGSS 191 Fusarium equiseti HQ995668 100%
Fusarium
MGSS 54 ) KR909409 99%
subglutinans
MGSS 01 Fusarium oxysporum KT455376 100%
MGSS 117 Fusarium equiseti KU939084 99%
MGSS 182 Fusarium oxysporum KF914468 100%
MGSS10 Fusarium oxysporum ~ [X009445 100%
MGSS 14 Fusarium oxysporum EF155534 99%
MGSS 155  Fusarium oxysporum  F009445 100%
MGSS 159 Fusarium oxysporum KT710787 99%
Fusarium
MGSS 194 o JF499677 100%
verticillioides
MGSS 122 Fusarium equiseti IN014954 100%
Fusarium
MGSS 61 ) KT376487 100%
proliferatum
MGSS141 Fusarium sp. DQ098909 100%
MGSS 138 Fusarium equiseti KX400789 100%
MGSS 42 Fusarium oxysporum KT357580 99%
MGSS 157 F.proliferatum EU151485 99%
MGSS 123 Gongronella butleri KP067277 100%
Lasiodiplodia
MGSS 176 KR860460 100%

theobromae
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Continuagéo...

CODIGO NO
. . GENBANK DAS
ISOLADO  GENEROJ/ESPECIE . SIMILARIDADE
SEQUENCIAS (%)
SIMILARES
Metarhizium
MGSS 192 o KR998524 100%
anisopliae
Myrothecium
MGSS 143 ) KT305924 100%
verrucaria
Myrothecium
MGSS 148 ) JX406554 100%
gramineum
Neoscytalidium
MGSS 106 ) KT211562 99%
hyalinum
MGSS 62 Nigrospora oryzae KT266531 100%
MGSS 152 Phoma multirostrata AF046019 99%
Phomopsis
MGSS 80 AY 945987 100%

phaseolorum

Andlise filogenética de espécies do género Alternaria

Realizou-se a analise filogenética pelo método de Maxima Verossimilhanga (ML),

modelo evolutivo Jukes-Cantor (JC) e 1000 repetices para os isolados classificados

morfologicamente como pertencentes ao género Alternaria o isolado MGSS 184, obtidos de

lesGes foliares de Melancia e o isolado MGSS 178 obtidos de lesdes em frutos de tomate junto

as sequéncias do Genbank. Em um clado suportado por 86% o isolado MGSS 184 formou um

subclado com suporte de 64 % com a sequéncia de A. alternata patdégeno foliar de Teca

(Tectona grandis) na China e o isolado MGSS 178 formou um outro subclado com suporte de

bootstrap de 67 % com a sequéncia de A. ochroleuca patogénico a (Scindapsus aureus) no

Paquistdo (Figura 61).



Figura 61. Arvore filogenética dos isolados Alternaria spp. derivados de sequéncias do gene de ITS de acordo
com o método estatistico Maxima Verossimilhanga (ML) e com base em 1000 réplicas de bootstrap. Distancias

evolutivas foram calculados utilizando o modelo Jukes-Cantor (JC).

62

4|Z
71

Alternaria carthami strain COAD 1782 1.

MGSS 184

0.02

A matriz mostra que a divergéncia genética entre os isolados MGSS 178 e MGSS
184 é de 1,6 % sendo estes obtidos de hospedeiros e 6rgdos da planta distintos. O isolado
MGSS 178 apresentou pouca divergéncia com espécies de Alternaria alternata, A. compacta
e A. tenuissima variando entre 0,5 % - 1,0 % e nenhuma divergéncia com a espécie A.
ochroleuca (0 %). Ja o isolado MGSS 184 apresentou menor distancia genética com a espécie
A. alternata (0,5 %) e como caracteristica comum esta o fato de serem obtidos a partir de

lesGes foliares. Apresentou uma distancia genética elevada com as espécies A. solani, A.

carthami (7,5 %) (Tabela 7).

Tabela 7. Matriz de divergéncia genética através do gene ITS para as espécies do género Alternaria

Alternaria porri strain ASU2

Alternaria compacta 18S.

Alternaria tenuissima isolate XI1.

Iternaria solani strain CBS 106.21.

\
Alternaria alternata strain CBS 106.24.

Alternaria alternata strain YJYMOL.

Curwilaria lunata strain AH-1.

\

112

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1 MGSS 178 -
2 MGSS 184 1,6 -
3 A.solani CBS 106.21. 6,4 7.5 -
4 A.alternata YJYMO1. 1,0 0,5 7,0 -
5 A.alternata CBS106.24. 0,5 10 64 05 -
6 A.ochroleuca FCBP1529 0,0 16 64 10 05 -
7 A.carthami COAD782 1. 6,4 7,5 0,0 7,0 6,4 6,4 -
8 A.compacta 18S. 0,5 10 64 05 00 05 64 -
9 A.porri ASU2 7,0 81 05 75 70 70 05 70 -
10 A.tenuissima X1. 0,5 10 64 05 00 05 64 00 70 -
11 Curvularia_lunata 198 205 19,2 205 19,8 198 19,2 19,8 19,8 198 -
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O género Alternaria é um fungo cosmopolita composto por varias espécies saprofitas
e patogénicas. Espécies dentro seccdo Alternaria tém sido quase sempre descrito com base na
morfologia e/ou associacdo com hospedeiro-especifico, porém a variacdo molecular entre eles
€ minima. Observando os resultados da figura 61 e Tabela 7 em conjunto com os resultados
da caracterizacdo morfoldgica conclui-se que os isolados MGSS 178 e MGSS 184 pertencem
as espécies Alternaria ochroleuca e Alternaria alternata.

Woudenberg et al.,, (2015) empregaram comparacbes do genoma e filogenia
molecular para esclarecer as espécies presentes no género Alternaria secdo Alternaria e
concluiu que esta secdo contém 11 espécies filogenéticas e um complexo de espécies
Alternaria arboresecens e trinta e cinco morfoespécies que ndo pode ser claramente
distinguidos com base na filogenia de multi-genes e classificou trés forma specialis de acordo
com as toxinas produzidas.

A espécie Alternaria alternata ja foi encontrada causando manchas foliares em
Tangerina (LENGI, NIAZMAND; KIANOUSH, 2014), Scindapsus aureus (SANKAR,;
SREE, 2011), batata (VASCONCELOS et. al., 2014). A espécie Alternaria ochroleuca ainda
ndo havia sido descrito causando lesdes em frutos de tomate (Solanum lycopersicum) no
Brasil. O que merece uma investigagdo maior deste isolado conservado na Micoteca Prof.°
Gilson Soares da Silva desde 2014.

Andlise filogenética de espécies do género Beauveria

Realizou-se a analise filogenética pelo método de Maxima Verossimilhanca (ML),
modelo evolutivo Jukes-Cantor (JC) e 1000 repeticbes para o isolado classificado
morfologicamente como pertencente ao género Beauveria - MGSS 87, entomopatogénico,
comparando-o0s com as sequéncias do Genbank. O isolado MGSS 87 formou um clado com
suporte de 98 % com as sequéncias de varias espécies de Beauveria apresentando uma
politomia (Figura 62).

Os isolados utilizados neste este estudo sdo filogeneticamente distintos. A matriz
gerada a partir do alinhamento das sequencias mostra que o isolado MGSS 87 apresenta
menor distancia genética com o isolado da espécie de B. bassiana (0,5 %) e as maiores
distancias com outros isolados de B. bassiana, B. asiatica (2,8 %), B. lii. B. caledonica, B.
kipukae (2,2 %) (Tabela 8).
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Figura 62. Arvore filogenética de isolado MGSS 87 do género Beauveria derivados de sequéncias do gene de ITS de acordo com o método estatistico Méaxima
Verossimilhanca (ML) e com base em 1000 réplicas de bootstrap. Distancias evolutivas foram calculados utilizando o modelo Jukes-Cantor (JC).

Beauweria australis strain ARSEF 4580.

Beauweria bassiana isolate 4474.

53 Beauveria brongniartii isolate SASRI HH112.
Beauweria brongniartii isolate SASRI SCHA2.
Beauweria kipukae strain ARSEF 7032.

Beauweria asiatica strain ARSEF 4850.

Beauweria varroae strain ARSEF 8257.

| Beauweria lii strain RCEF5500.

98

621 Beauweria bassiana isolate 2641.

MGSS 87

{Beauveria bassiana strain MTCC 4516 ]

| Beauweria bassiana isolate 2922.
85| Beauweria cf. caledonica ARSEF 2251.

Cordyceps militaris strain ARSEF 5050

Tolypocladium inflatum strain MTCC 557



Tabela 8. Matriz de divergéncia genética através do gene ITS para as espécies do género Beauveria.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1 MGSS_87 -
2 B._bassiana 2922. 2,8 -
3 B._bassiana_ 4516 05 22 -
4 B. bassiana_2641. 28 33 272 -
5 B._bassiana_4474. 16 22 11 22 -
6 B._lii_500. 22 28 16 16 16 -
7 B._varroae_ 8257. 16 33 11 22 11 16 -
8 B. cf. caledonica. 22 05 16 28 28 22 28 -
9 B. australis 4580. 16 22 11 22 00 16 11 28 -
10 B.kipukae 7032. 22 28 16 28 05 22 16 33 05 -
11 B.asiatica 4850. 28 33 22 33 11 28 22 39 11 16 -
12 B.brongniartii 16 22 11 22 00 16 11 28 00 05 11 -
13 B.brongniartii 16 22 11 22 00 16 11 28 00 05 11 00 -
14 Cordyceps_militaris 11,1 13,0 11,7 13,7 12,4 130 124 124 124 130 124 124 124 -
15 Tolypocladium inflatum 27,2 26,4 26,4 29,6 28,0 27,2 28,0 25,7 280 27,2 280 280 280 304 -
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Esses resultados foram semelhantes aos de Rehner; Buckley (2005) que observaram
para este género a regido génica ITS foi menos informativa com baixo suporte de apoio dos
ramos pelo bootstrap. Ainda neste estudo observou-se que, B. bassiana considerado
monofilético na verdade é polifilético com tendéncia a formar dois clados indicando que a
filogenia molecular de Beauveria ndo esta definida, devido ao pouco entendimento
taxonémico atual deste género. Meyling et al. (2012) trabalhando apenas com isolados de
Beauveria patogénicos a Meliggethes aeneus (Escaravelho) na Suica obtiveram resultados
parecidos aos anteriores mencionados com base nas sequéncias da regido ITS e 5’ end EF1-a
onde a analise filogenética mostrou a formacdo de dois clados de B. bassiana. Fernandes et.
al. (2009) sugere que B. bassiana seja um aglomerado de espécies ao invés de uma Unica
especie.

Diante dos resultados de caracterizacdo morfologica, da analise filogenética e matriz

de divergéncia confirma-se que esta espécie é B. bassiana.

Analise filogenética de espécies do género Chaetomium

Para o isolado classificado morfologicamente como pertencente ao género
Chaetomium - MGSS 83, comparando-0s com as sequéncias do Genbank mostrou que a
estirpe MGSS 83 formou um clado com suporte de 100 % com a sequéncia de C. fuscum
(CBS 140.50) que foi oriundo de patogénias em humanos, ja o isolado da colecdo foi

encontrado colonizando sementes de Vinagreira (Hibiscus sabdariffa) (Figura 63).

Figura 63. Arvore filogenética do isolado MGSS 83 Chaetomium fuscum derivado de sequéncias do gene de ITS
de acordo com o método estatistico Maxima Verossimilhanca (ML) e com base em 1000 réplicas de
bootstrapping. Distancias evolutivas foram calculados utilizando o modelo Jukes-Cantor (JC).

76— Chaetomium coarctatum strain C72
99 E Chaetomium globosum strain C63
” Chaetomium elatum strain C29

Chaetomium ancistrocladum strain C105

. MGSS 83 i
4‘_| |
I 100! Chaetomium fuscum strain CBS 140.50 1

\ /

Achaetomium strumarium

—
0.02

A representacdo da matriz mostra claramente que o isolado MGSS 83 tem menor

distancia com a espécie C. fuscum com apenas 0,5% de divergéncia genética e uma elevada
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divergéncia genética com as espécies de C. ancistrocladum, C. coarctatum, C. elatum, C.

globosum (8,6%) (Tabela 9).

Tabela 9. Matriz de divergéncia genética através do gene ITS para as espécies do género
Chaetomium.

1 2 3 4 5 6 l

1 MGSS 83 - -

2 Chaetomium fuscum CBS 14050 0,5 -

3 Chaetomium ancistrocladum 86 80 -

4 Chaetomium coarctatum C72 86 80 63 -

5 Chaetomium elatum C29 86 80 63 10 -

6 Chaetomium globosum C63 86 80 63 10 10 -

7 Achaetomium strumarium 15,7 15,1 16,3 16,9 15,7 16,9 -

Estudos filogenéticos ja foram realizados por varios autores com 0 @énero
Chaetomium (ASGARI; ZARE, 2011; WANG et. al. 2014a; AHMED et al. 2016). Este
género tem uma ampla gama de hospedeiros e a espécie C. fuscum ainda ndo havia registro na
literatura colonizando sementes de Hibiscus sabdariffa.

Ao analisar as figura 63 e a tabela 9 além das caracteristicas morfologicas do isolado
afirma-se que este pertence a espécie C. fuscum. Observa-se ainda que a regido espaco interno

transcrito - ITS € Otima para estudos filogenéticos deste género.

Andlise filogenética de espécies do género Cladosporium

A analise filogenética revelou que o isolado MGSS 180 formou um clado suportado
por 83 % de bootstrap com sequéncias pertencentes ao complexo de espécies Cladosporium
cladosporioides (Figura 64). Este isolado geneticamente mais proximo de Cladosporium

perangustum foi isolado de folhas de alface (Lactuta sativa).
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Figura 64. Arvore filogenética de Maxima Verossimilhanca (ML) do género Cladosporium baseado no modelo
Jukes-Cantor. A arvore de consenso de bootstrap inferida a partir de 1000 repeticoes. Valores menores que 50 %
de bootstrap foram colapsados. Analises foram realizadas no MEGA 6. Cercospora beticola CPC11557- (n° de
acesso no Genbank: AY840527 — para ITS) foi utilizado como outgroup.

Cladosporium subtilissimum culture-collection CBS:113754 ]
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Cladosporium asperulatum strain CBS 126339.

Cercospora beticola strain CPC 11557.

O isolado MGSS 180 apresentou uma maior distancia genética em relacdo as
espécies do Complexo Cladosporium herbarum com variacdo entre 2,3 e 2,9 % e menor
divergéncia genética com relagdo as espécies do Complexo Cladosporium cladosporioides (0
%). Isso significa que este isolado pertence ao Complexo de espécies de Cladosporium

cladosporioides (Tabela 10).



Tabela 10. Matriz de divergéncia genética através do gene ITS para as espécies do género Cladosporium.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
1 MGSS180 -
2 C.tenellum 29 -
3 C. subtilissimum 29 00 -
4 C. spinulosum. 29 00 00 -
5 C. ramotenellum 11 17 17 17 -
6 C. ramotenellum 29 17 17 17 00 -
7 C. ossifragi : 29 00 00 00 1,7 17 -
8 C. iridis 29 00 00 00 17 17 00 -
9 C.iridis 29 00 00 OO0 1,7 17 00 00 -
10 C. herbarum 23 06 06 06 1,7 17 06 06 06 -
11 C.herbarum 29 00 00 OO0 17 17 00 OO0 00 06 -
12 C. herbarum: 29 00 00 00 17 17 00 OO0 00 06 00 -
13 C. cladosporioides 00 29 29 29 11 11 29 29 29 23 29 29 -
14 C. cladosporioides 00 29 29 29 11 11 29 29 29 23 29 29 00 -
15 C. cladosporioides 00 29 29 29 11 11 29 29 29 23 29 29 00 00 -
16 C. bruhnei 134.31 29 00 00 OO 1,7 17 00 OO0 OO 06 00 00 29 29 29 -
17 C. perangustum 00 29 29 29 11 11 29 29 29 23 29 29 00 00 00 29 -
18 C. asperulatum 00 29 29 29 11 11 29 29 29 23 29 29 00 00 OO0 29 00 -
19 C. asperulatum 00 29 29 29 11 11 29 29 29 23 29 29 00 00 OO0 29 00 00 -
20 C. silenes 00 29 29 29 11 11 29 29 29 23 29 29 00 00 OO0 29 00 OO0 OO0 -
21 Cercospora beticola 23,0 23,7 23,7 23,7 23,7 23,7 23,7 23,7 23,7 24,5 23,7 23,7 23,0 23,0 23,0 23,7 23,0 23,0 23,0 23,0 -
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Cladosporium cladosporioides é considerado um complexo com cerca de 38 espécies
(Bensch et al., 2012) de dificil diferenciagdo morfolégica e molecular. A tabela 10, mostra a
alta similaridade molecular entre a sequéncia deste estudo e sequéncias obtidas do Genbank
que comprovam o afirmacao de Bensch et al. (2012).

Outros autores também obtiveram resultados semelhantes ao desta pesquisa, quando
analisaram a regido ITS para a realizacdo da analise filogenética. Os isolados pertencentes ao
complexo Cladosporium cladosporioidess foi de dificil diferenciacdo porque as especies
mostraram muita semelhanca na morfologia, nas caracteristicas da cultura, e na identidade da
sequéncia (KIM et al., 2011). J& Wirsel et al. (2002) analisando espécies do género
Cladosporium colonizando (Phragmites australis (Cav.) Trin. ex Steudel, Poaceae)
observaram que a regido génica actina foi mais informativa na anélise filogenética do que a
regido ITS indicando que havia quatro ou mais espécies de Cladosporium colonizando a
espécie de planta referida.

A espécie Cladosporium cladosporioides foi relatada como fitopatogénica em frutos
de cafeeiro (Chalfoun et al., 2007) no Brasil, em sementes de Tabaco (Wang et al., 2014b) na
China, em flores de morango na Coréia do Sul (Nam et al., 2015) e neste estudo em folhas de
alface, mostrando a sua distribuicdo no mundo e ataque em diferentes hospedeiros e 6rgaos
(flores, folhas, sementes e frutos) da planta.

Andlise filogenética de espécies do género Colletotrichum.

Para construcdo da arvore filogenética do género Colletotrichum foram analisados 51
sequéncias de nucleotideos.

Dos seis isolados identificados morfologicamente como pertencentes ao género
Colletotrichum foram feitos a andlise filogenética revelando que todos pertencem ao
Complexo de espécies de Colletotrichum gloeosporioides com clado suportado por 93 % de
bootstrap apresentando politomia, ou seja, dentro desse clado os isolados MGSS 119, 113,
198 formaram-se grupos com outras espécies de Colletotrichum, assim como os isolados
MGSS 144 e o isolado MGSS 174. Ao contrario dos outros o isolado MGSS 85 formou um
subclado bem caracterizado com sequéncias apenas da espécie Colletotrichum musae com 61
% de bootstrap (Figura 65).
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O isolado MGSS 85 foi oriundo de lesdes em frutos de banana e todas as sequéncias
agrupadas juntamente com este isolado sdo oriundos de bananeira (Musa sp.) de vérias
regides geograficas do mundo.

Estes resultados estdo de acordo com Weir et al., (2012), que estudando a relacdo
genética e taxonémica de espécies de C. gloeosporioides complex através da regido génica
ITS concluiram que a espécie C. musae é definida utilizando esta regido do DNA dos fungos.
Além desta espécie os autores concluiram que a regido ITS define as espécies de C. asianum,
C. gloeosporioides, C. alatae, C. theobromicola, C. xanthorrhoeae, C. horrii, Glomerella
cingulata “f. sp. camelliac”, C. psidii, C. cordylinicola. Os autores afirmam ainda que as
seguintes espécies nao distinguinveis pela andlise filogenética da regido ITS: C. fructicola, C.
nupharicola, C. alienum, C. aenigma, C. siamense, C. aeschynomenes, C. tropicale, C.
gueenslandicum, C. salsolae, C. aotearoa, C. ti, C. kahawae, C. clidemiae (WEIR et al.,
2012).

Filogeneticamente os isolados MGSS 113, MGSS 119, MGSS 144, MGSS 174 e
MGSS 198 ficaram mais proximos de espécies que pertenciam ao Musae Clade dentro C.
gloeosporioides species complex. Estes isolados foram obtidos a partir de folhas com
sintomas de antracnose em orquideas, cupuacu, ornamental, frutos de goiaba e piment&o.

Algumas espécies do Musae clade que ndo sdo disntinguiveis com apenas as
sequéncias da regido ITS j& ocorrem no Brasil em frutos de manga (Mangifera indica) - C.
fructicola, C. tropicale, C. dianesei - Nordeste do pais (LIMA et al., 2013), em frutos de
maca (Malus domestica) - C. fructicola (WEIR et al., 2012). E no continente Americano
como C. nupharicola fitopatogénico ao Nuphar lutea subsp. Polysepala nos EUA (LIMA et
al., 2013), C. aeschynomenes causando doenga em Aeschynomene virginica nos EUA (WEIR
et al., 2012), C. fructicola ocorrendo endofiticamente em Tetragastris panamensis no Panama
(ROJAS et al., 2010).
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Figura 65. Arvore filogenética pelo Método de Maxima Verossimilhanca com base no modelo Jukes-Cantor
para o género Colletotrichum. A arvore consenso de bootstrap inferida a partir de 1000 repeticdes. Ramos

correspondentes as particGes reproduzidas em menos de 50 % de bootstrap estdo colapsadas.
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A matriz construida com as sequencias do género Colletotrichum mostra que os
isolados depositados na micoteca, MGSS 144 e 174 apresentam 0 % de distancia genética
entre eles, e entre as especies pertencentes ao Clado Musae ( C. aenigma, C. alienum, C.
nhpharicola, hymenocallidis, C. queenslandicum, C. gloeosporioides, C. siamense, C.
tropicale) assim como, os isolados MGSS 113, 119 e 198 s&o evolutivamente proximos entre
si, apresentando 0 % de divergéncia genética e entre as espécies do (C. aeschynomenes, C.
gloeosporioides, C. ignotum, C. siamense, C. fructicola) Clado Musae e C. ti pertencente ao
Clado Kahawae todas dentro do Complexo de espécies de C. gloeosporioides. O isolado
MGSS 85 que divergiu genéticamente de todos os isolados depositados na micoteca com a
maior divergéncia de 1,4 % em relacdo aos isolados MGSS 113, 119 e 198. Com relacdo as
sequencias do Genbank os resultados mostram que eles foram proximos da espécie C. musae
com 0 % de divergéncia todas elas tiveram como hospedeiro Musa spp (Tabela 11).

Os resultados da andlise filogenética, matriz de divergéncia e caracterizacdo
morfolégica nos mostram que as espécies possuem alta similaridade genética e morfoldgica

sendo indicado nesse caso uma abordagem de multiplos genes para a separacao das espécies.



Tabela 11. Matriz de divergéncia genética através do gene ITS
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1= MGSS 144, 2= MGSS 119, 3= MGSS 113, 4= MGSS 174, 5= MGSS 198, 6= MGSS 85, 7-8= C. aenigma, 9-10= C. aeschynomenes, 11=C.

aeotearoa, 12= C. asianum, 13-14 = C. alienum, 15=C.
nupharicola, 16= C. boninense, 17= C. hymenocallidis, 18-19= C. quenslandicum, 20 — 23 = C. gloeosporioides, 24= C. ignotum, 25= C. ti, 26-29= C. siamense, 30-31= C. fructicola, 32-35= C. musae, 36= C.
cordylinicola, 37-38 = C. tropicale, 39= C.kahawae, 40= Glomerella cingulata, 41= C. lindemuthianum, 42= C. horii, 43- 44= C. torulosum, 45-47 = C. fructicola, 48= G. cingulata, 49= Monilochaetes infuscans
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Analise filogenética de espécies do género Corynespora

A andlise filogenética revelou que o isolado MGSS 93 formou um clado com suporte
altamente significativo de 100 % bootstrap com sequéncias do Genbank pertencentes do
género Corynespora (Figura 66). Observou-se a formagéo de um grupo formado apenas por
C. cassiicola patogénicas ao mamoeiro (Carica papaya). e outro grupo formado por isolados

de C. cassiicola patogénicas a Hevea brasiliensis e Solanum lycopersicum.

Figura 66. Arvore filogenética de Méaxima Verossimilhanca (ML) do género Cladosporium baseado no modelo
Jukes-Cantor. A arvore de consenso de bootstrap inferida a partir de 1000 repeticGes. Valores menores que 50 %
de bootstrap foram colapsados. Analises foram realizadas no MEGA 6. Corynespora leucadendri KF251150 —
para ITS), Corynespora endiandrae KP004450, Corynespora olivacea (FJ852595) foram utilizados como
outgroup.
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Corynespora olivacea isolate CBS291.74.

0.05

A representacdo da matriz revela que mesmo sendo de espécies iguais, 0 isolado
MGSS 93 apresentou uma elevada distancia genética em relacdo a sequéncia da espécie
Corynespora cassiicola com 6,7 % -7,5 %, depositadas no Genbank e houve uma distancia
ainda maior para as outras espécies de 9,9 % (C. smithii) e 12,4 % C. torulosa) (Tabela 12).

A investigacéo sobre a especializagdo de C. cassiicola sobre plantas hospedeiras vem
sendo relatado na literatura. Dixon et al. (2009) revelaram em seu estudo, que de 50 isolados
obtidos de diferentes hospedeiros, 16 revelaram uma afinidade especifica Unica com seus
hospedeiros de origem sendo os hospedeiros avaliados manjericdo, feijdo (Phaseolus
vulgaris), feijdo-caupi (Vigna unguiculata), pepino (Cucumis sativus), mamao (Carica

papaya), soja (Glycine Max), batata-doce (Ipomoea batatas) e tomate (Solanum
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lycopersicum) e mostra que ha uma correlagdo filogenética entre os isolados obtidos de um
mesmo hospedeiro. Qi et al. (2011) obtiveram resultados de andlise filogenética de C.
cassiicola sobre isolados de Perilla sp., pepino, tomate, berinjela e pimentdo sugerindo uma
correlacéo entre o hospedeiro original e linhagens filogenéticas entre os isolados japoneses. Ja
Shinomoto et al. (2011) revelaram que alguns isolados de C. cassiicola mostram viruléncia a
uma ampla gama de hospedeiros enquanto outros apresentam uma especificidade com um
unico hospedeiro, alem da variabilidade genética dos isolados japoneses deste patdgeno
através de técnicas de RAPD.

Quanto a variabilidade genética da espécie de C. cassiicola Qi et. al. (2011)
investigando a variabilidade morfoldgica e molecular apresentou como resultado um elevado
grau de variabilidade indicando que a técnica molecular de microsatelites ISSR pode ser
utilizado para estudos populacionais dentro da espécie. Dixon et al. (2009) em uma ampla
investigacdo sobre a Corynespora cassiicola com base em dados de sequencia de quatro loci
concluiu que hd uma alta diversidade genética e que através de teste de patogenicidade de
isolados oriundos a partir ao mamoeiro, estes eram somente patogénico a este hospedeiro de
origem, que traz evidéncias fortes da especificidade de linhagens de Corynespora cassicola
com Carica papaya.

Com os resultados da anélise filogenética e da matriz de divergéncia define-se com

seguranca que o isolado MGSS 93 pertence ao género Corynespora.

Tabela 12. Matriz de divergéncia genética através do gene ITS para as espécies do género Corynespora.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

1 MGSS93

2 C. cassiicola 008. 6,7

3 C. cassiicola 6,7 0,0

4 C. cassiicola E78 75 0,7 07

5 C. cassiicola 009. 6,7 00 00 07

6 C. cassiicola 016 75 07 07 00 07

7 C. cassiicola. 75 07 07 00 0,7 0,0

8 C. smithii 99 29 29 22 29 22 22

9 C. smithii. 107 37 37 29 37 29 29 07

10 C. torulosa 124 52 52 45 52 45 45 60 6,8

11 C. leucadendri. 39,7 424 424 43,77 424 43,7 43,7 479 49,2 48,3

12 C .endiandrae 443 458 458 443 458 443 443 455 46,8 475 21,8
13 C. olivacea 479 494 494 510 494 510 51,0 557 57,1 56,3 18,2 20,9
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Analise filogenética de espécies do género Curvularia

A analise filogenética dos isolados MGSS 115, MGSS 172 e MGSS 29 confirmaram
a caracterizacdo morfologica como pertencentes ao género Curvularia. Os isolados formaram
trés grupos de linhagens distintas (Figura 67). O isolado MGSS 115, patogénico a cultura do
milho formou um clado altamente significativo (99 %) de bootstrap com espécies de
Curvularia lunata todas, assim como o isolado desta micoteca, obtidos de milho. O isolado
MGSS 172, obtido de grama formou um outro clado distinto com as espécies de Curvularia
lunata e do seu teleomorfo (fase sexuada) Cochliobolus kusanoi com clado bem suportado
por 99 % de bootstrap. E o terceiro clado formado pelo isolado MGSS 29, obtidos de lesdes
foliares de Heliconia sp., altamente suportado com 99 % de bootstrap agrupando as espécies
de Curvularia eragrostides depositadas no Genbank e patogénicas a abacaxi (Ananas

COMOsUS) e arroz.

Figura 67. Arvore filogenética pelo Método de Méaxima Verossimilhanca (ML) com base no modelo Jukes-
Cantor derivadas do gene ITS para o género Curvularia. A arvore consenso de bootstrap inferida a partir de 1000
repeticdes. Bipolaris heveae (AB179835) foi utilizado como outgroup.
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A matriz de divergéncia genética com os isolados de Curvularia da micoteca
mostrou que eles s@o geneticamente distantes uns dos outros. O isolado MGSS 29 da espeécie
C. eragrostidis apresentou uma distancia genética dos isolados pertencentes a espécie C.
lunata MGSS 172 de 7,3 % e do isolado MGSS 115 de 8,5 %. Ja a divergéncia intraespecifica
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entre os isolados MGSS 172 e MGSS 115 foi bastante elevada de 7,9 %. Esses resultados sao
interessantes pois a propria morfologia dos conidios desses dois isolados diferiram e a matriz
de divergéncia mostra uma base sustentada da grande variabilidade morfologica e genética da
espécie (Tabela 13). Quando em comparagdo com as sequencias das espécies depositadas no
Genbank, o isolado MGSS 29 apresentou 0 % de divergéncia com a espécie de C.
eragrostidis e entre 6,7 % e 8,5 % em relagdo a demais espécies apresentadas nessa tabela. Ja
o0 isolado MGSS 172 apresentou uma divergéncia genética de 0 % com a espécie C. lunata e o
teleomorfo Cochliobolus kusanoi e entre 6,7 % e 7,9 %, com as outras espécies. E por fim, o
isolado MGSS 115 apresentou uma divergéncia de 0 % com a espécie de C. lunata, quando o
hospedeiro de origem foi o milho e de 7,9 % com isolados de C. lunata oriundo de outro

hospedeiro, e a divergéncia para as outras espécies variou entre 4,4 % e 8,5 %.

Tabela 13 Matriz de divergéncia genética através do gene ITS para as espécies do género Curvularia.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

1 MGSS 29 -

2 MGSS 172 73 -

3 MGSS_115 85 79 -

4 Curvularia_lunata 85 7,9 0,0 -

5 C.lunata SXL-21 85 79 00 0,0 -

6 C.lunata_CX-3 85 79 00 0,0 0,0 -

7 C.lunata_PSU-ES195 73 00 79 79 79 79 -

8 Cochliobolus kusanoi 73 00 79 79 79 79 00 -

9 C. eragrostidis 698 o0 73 85 85 85 85 73 7,30 -

10 C. eragrostidis 1167 o0 73 85 85 85 85 73 7,30 0,0 -

11 C.spicifera 73 73 50 50 50 50 73 73 73 73 -

12 Cochliobolus hawaiiensis 6,7 6,7 44 44 44 44 6,7 6,70 6,7 6,7 0,55 -
13 Bipolaris_heveae 9,7 97 104 104 10,4 10,4 9,7 9,70 9,7 9,7 116 11,0 -

A regido do gene ITS foi eficiente na separagdo inter/intraespecifico do género
Curvularia. Liu et al. (2015) obteve resultados semelhantes ao desta pesquisa no qual
realizando estudos com 52 isolados de Curvularia, obtidos de lesdes foliares do milho,
através do gene ITS formou 2 grupos distintos com varios subgrupos, indicando um alto nivel
de diversidade genética dentro C. lunata. Kusai et al. (2015) caracterizando molecularmente
33 isolados de patogenos foliares do arroz utilizando o gene ITS, conseguiram identificar
cinco diferentes espécies do género Curvularia - (Curvularia hawaiiensis,, C. geniculata, C.
eragrostidis, C. aeria e C. lunata) e Bipolaris. Em pesquisa realizada por Jeon, Thuong e Lee
(2015) em que caracterizou molecularmente um isolado de Curvularia sp. obtido de sementes

de trigo atraves do genes rDNA ITS, 28S, e sequéncias de gene GAPDH também obteve
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sucesso na identificacdo da espécie ao analisar a filogenia do isolado com o apenas o gene
ITS ou em combinacgéo de todos 0s genes mencionados.

Quanto a Curvularia eragrostidis, que esta entre as espécies depositadas na Micoteca
ja foi relatada no Brasil causando podridao pos-colheita em abacaxi Pérola (FERREIRA et al.,
2014), em brécteas das inflorescéncia de Tapeinochilus ananassae (FURTADO et al., 2007),
causando mancha foliar em Heliconia sp. (SARDINHA et al., 2012).

Analise filogenética de espécies do género Fusarium

Para a costrucdo da arvore filogenética foram utilizados 55 sequéncias de
nucleotideos com 27 isolados deste estudo identificados morfologicamente como pertencentes
do género Fusarium.

A andlise filogenética revelou a formacdo de dois grupos. O primeiro grupo com
espécies da secdo Liseola e Elegans e o segundo grupo com espécies da secdo Gibbosum.

O grupo com as especies da secdo Liseola e Elegans apresentaram um ramo
suportado por 88 % de bootstrap. Dentro da secdo Liseola dois isolados MGSS 66 e MGSS 71
agruparam-se com a espécie F. sacchari, e sete isolados (MGSS 157, MGSS 141, MGSS 61,
MGSS 194, MGSS 159, MGSS 54, MGSS 68) foram mais préximos das espécies do
Complexo Gibberella fujikuroi (CGF), um complexo de espécies bastante diverso de
aproximadamente 50 linhagens sendo que muitas espécies permanecem desconhecidas
(O’DONNELL et al., 2013). Dentro da se¢do Elegans, doze isolados (MGSS 118, MGSS 09,
MGSS 15, MGSS 65, MGSS 67, MGSS 183, MGSS 01, MGSS 182, MGSS 10, MGSS 14,
MGSS 155, MGSS 42) agruparam-se com as linhagens de Fusarium oxysporum.

O grupo da se¢do Gibbosum apresentou dois clados bem definidos, o primeiro clado
com 99 % de bootstrap em que o isolado MGSS 169 agrupou-se com as linhagens de
Fusarium longipes e o segundo clado com bootstrap altamente significativo (99 %) agrupou
o0s isolados MGSS 117, MGSS 122, MGSS 138, MGSS 149, MGSS 191 com as linhagens de
F. equiseti. (Figura 68).
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Figura 68. Arvore filogenética pelo Método de Maxima Verossimilhanca (ML) com base no modelo Jukes-
Cantor derivadas do gene ITS para o género Fusarium. A arvore consenso de bootstrap inferida a partir de 1000
repeticdes. Microdochium nivale JIN642711 e Fusarium dimerum EU926284 foram utilizados como outgroup.
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Ao analisar a divergéncia genética para o gene ITS dos 27 isolados e das sequéncias
depositadas no Genbank, observou-se que os isolados MGSS 118, MGSS 09, MGSS 15,
MGSS 65, MGSS 67, MGSS 183, MGSS 01, MGSS 182, MGSS 10, MGSS 14, MGSS 155,
MGSS 42 apresentaram 0 % de divergéncia entre eles e entre as sequéncias de linhagens de
Fusarium oxysporum e quando comparado com o grupo MGSS 157, MGSS 141, MGSS 61,
MGSS 194, MGSS 159, MGSS 54, MGSS 68 MGSS 66 e MGSS 71 pertencentes a secéo
Liseola a divergéncia ficou entre 0,6 % -1,3 % e por ultimo com o grupo MGSS 169, MGSS
117, MGSS 122, MGSS 138, MGSS 149, MGSS 191 pertencentes a se¢do Gibbosum a
divergéncia ficou entre 6,2 — 8,5 % (Tabela 14).

J& os isolados MGSS 157, MGSS 141, MGSS 61, MGSS 194, MGSS 159, MGSS
54, MGSS 68 apresentaram 0 % de divergéncia entre si e entre as espécies do Complexo
Gibberella fujikuroi (F. verticilloides, F. subgllutinans, F. guttiforme, F. proliferatum, F.
phyllophilum, F. pseudocircinatum, F. sterilinyphosum, F. circinatum ). A divergéncia
genética entre os isolados MGSS 66 e MGSS 71 foi de 0 % entre eles, assim como, entre a
espécie F. sacchari. (Tabela 14).

O isolado MGSS 169 apresentou 0 % de divergéncia com F. longipes. J& os isolados
MGSS 149, MGSS 191, MGSS 122, MGSS 117 apresentaram 0 % e MGSS 138 (0,6 %) de

divergéncia genética com a espécie F. equiseti (Tabela 14).



Tabela

1 MGSS 118
2 MGSS 182
3 MGSS 183
4 MGSS_15
5 MGSS_09
6 MGSS_01
7 MGSS_10
8 MGSS_14
9 MGSS_42
10 MGSS_65
11 MGSS_67
12 MGSS_155
13 MGSS_68
14 MGSS_66
15 MGSS_71
16 MGSS_169
17 MGSS_149
18 MGSS_191
19 MGSS_54
20 MGSS_159
21 MGSS_194
22 MGSS_122
23 MGSS_61
24 MGSS_141
25 MGSS_138
26 MGSS_157
27 MGSS_117
28F.e.
29F.e.
30 Fe.
31Fs.
32Fwv.
33Fv.
34Fg
35F.sac
36 F.sac
37F.o.
38F.o.
39F.0.
40 Fo.l
41Foc
42F|
43F|
44 Fp.
45Fp.
46 Fp.
47 F. phy..
48 F. pseudo
49F. ste
50 F. cir.
51 Fh
52 F.sp.
53F.la.
54 M.n.
55 F.d.

85
172
192

0,6
0,6

13
85
172
192

172
192

172
192

Matriz

5

192

6

192

7

172
192

8

85
172
192

de

9

85
172
192

10

172
192

1u

192

12

192

13

16,3
18,2

14

7
153
172

divergéncia

15

7
153
172

16

182
20,2

genética

17 18

93 93
20,2 20,2
23 223
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182

20

77
163
18,2

21

7
163
182
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7
182
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182
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182 213

do
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7
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31
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32
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163
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para

34 3536

0,6
7
163
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153
172

38

192

39

192

as

40

172
192

41

85
172
192

espécies

")

85
172
192

I

182
20,2

44

20,2

45

00
0,0
00
0,0
00
0,0
06
06
77
16,3
182

46

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
06
06
77
16,3
182

do

47

0,0
0,0
0,0
0,0
0,6
0,6
77
163
182

48

0,0
0,0
0,0
0,6
0,6
7
163
182

49

163
182

50

163
182

género

51

0,6
0,6
77
16,3
182

132

Fusarium.

52 53 54 55

0,0

70 70

153 153 192
172 172 213 26

1=MGSS 118, 2=MGSS 09, 3= MGSS 15, 4= MGSS 65, 5= MGSS 67, 6= MGSS 183, 7= MGSS 01, 8= MGSS 182, 9= MGSS 10, 10= MGSS 14, 11= MGSS 42, 12= MGSS 155, 13= MGSS 68,
14= MGSS 66, 15= MGSS 71, 16= MGSS 54, 17= MGSS 159, 18= MGSS 194, 19= MGSS 61, 20= MGSS 141, 21= MGSS 157, 22= MGSS 169, 23= MGSS 191, 24= MGSS 149, 25= MGSS 138, 26= MGSS 117,

27=MGSS 122, 28-32 = F. oxysporum, 33-35= F. equiseti, 36-37=F. longipes, 38= F. subglutinans, 39-40= F. verticiloides, 41= F. guttiforme, 42-43= F. sacchari, 44= F. circinatum, 45-47=F. proliferatum, 48=
F. phyllophilum, 49= F. pseudocircinatum, 50= F. sterilihyphosum, 51= F. hostae, 52= Fusarium sp., 53= F. lateritium, 54= Microcodochium nivale, 55= F. dimerum.
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As estirpes de espécies de Fusarium podem causar doencas em uma gama muito
ampla de espécies vegetais. A natureza da doenca fornece importantes pistas quanto as
espécies que foram recuperadas, e muitas vezes limita a gama de espécies que devem ser
distinguidas (LESLIE; SUMMERELL, 2006).

Neste trabalho foram isolados fungos do género Fusarium de hospedeiros como
pimentdo, tomate, heliconia, quiabo (A. esculentus), abacaxi, banana (Musa sp.), coentro (C.
sativum), milho (Z. mays), vinagreira (H. sabdariffa), percevejo (T. limbativentris), mosca
negra (A. woglumii), grama (Poaceae), alface (L. sativa), mamao (Carica papaya), feijao
caupi (V. unguiculata). Fusarium oxysporum é um complexo de espécies compreendendo
patdgenos habitantes do solo e de plantas onipresentes com mais de 150 hospedeiros
especificos ou formae speciales.

Interessante notar que as sequéncias dos isolados MGSS 15, MGSS 65, MGSS 67
oriundos de Abacaxi de estados diferentes do Nordeste (Maranhdo e Pernambuco) foram
filogeneticamente agrupados dentro da espécie Fusariuim oxysporum. Jiménez; Granados
(2014) relataram a ocorréncia deste patégeno em cultivos de abacaxi na Costa Rica, causando
diferentes formas de podriddo, com folhas apresentando sintomas amarelados.

Estudos filogenéticos com Fusarium oxysporum tém sido realizados geralmente
enfatizando uma Unica formae speciales. Nirmaladevi et al. (2016) estudando a filogenia de
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici com base em sequéncias da regido ITS mostrou a
presenca de pelo menos quatro linhagens evolutivas do patdgeno. O agrupamento de F.
oxysporum com isolados ndo patogénicos e com os membros de outras formae speciales
indica uma origem polifilética de F. oxysporum f. sp. lycopersici.

Isto é evidente a partir de arvores filogenéticas, onde isolados representando
diferentes formae speciales agrupados, em vez de com o0s representantes da mesma formae
specialis. Em estudo das relacGes filogenéticas de F. oxysporum f.sp. cubense com base na
informacdo da sequéncia de DNA de duas diferentes regides nucleares (TEF e IGS) e duas
regides de genes mitocondriais (MtSSU e Mtr), Fourie et al. (2009) observaram que as
linhagens | e Il deste patégeno fizeram parte do clado A, onde sdo mais estreitamente
relacionado com F. oxysporum f. sp. canariense e F. oxysporum f. sp. perniciosum do que
para outros isolados de F. oxysporum f.sp. cubense. Estes resultados confirmam os
encontrados nesta pesquisa em que todas as diferentes formae speciales avaliadas formaram
um anico grupo na analise filogenética, esses resultados ficam ainda mais consistentes

observando a divergéncia genética dos isolados que foi de 0 % entre eles.
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Quanto a regido génica do DNA fangico para elucidagdo de clados, Hill et al. (2011)
realizou andlise filogenética avaliando 86 isolados de Fusarium oxysporum, 20 de outras
espécies de Fusarium obtidos de beterraba sacarina, juntamente com quatro isolados de
Fusarium oxysporum obitidos de feijdo e cinco isolados oriundos de espinafre através dos
genes ITS, B-tubulina e TEF 1-a. (10~ fator de elongacdo), observaram que este ultimo obteve
uma melhor definicdo dos clados apresentando uma topologia da arvore filogenética com
valores semelhantes ao da combinacdo das trés conjuntos de genes analisados.

Quanto ao Gibberella fujikuroi complexo (GFC) é um taxon monofilético que inclui
um conjunto de espécies de Fusarium com caracteristicas morfologicas semelhantes e
sobrepostas que complica a sua diferenciacdo. A maior parte das espécies neste complexo
foram associados com doencas devastadoras de varias plantas economicamente importantes
(KVAS et al., 2009).

Neste estudo, dois isolados foram classificados como Fusarium sacchari cujos
hospedeiros sdo 0 milho e o abacaxi. Segundo Leslie; Summerell, (2006) F. sacchari é
ocasionalmente associado ao milho e frequentemente associado a cana-de-agucar e sorgo.

Alguns dos isolados que agruparam-se junto as espécies deste complexo foram
encontrados colonizando insetos. Arantes; Correia (1999) encontraram a espécie Fusarium
coccophilum em condigGes naturais colonizando Parlatoria ziziphus uma praga de Citrus em
pomares citricolas do municipio de Tailva. Assim como espécies F. proliferatum (1SO-DPV-
LCBPF004) e F. equiseti (ISO-DPV-LCBPF009), vem sendo utilizado para controle bioldgico
do percevejo bronzeado (Thaumastocoris peregrinus) praga exética de Eucalyptus spp. com
bastante eficiéncia, sendo F. proliferatum, pertencente ao Gibberella fujikuroi complexo
(VELOZO, 2015).

Outros isolados deste complexo foram obtidos da cultura da vinagreira e apresentaram
divergéncia de 0 % entre eles. Ja foi relatada a ocorréncia de Fusarium causando doenca nesta
cultura em paises do continente africano: na Nigéria por Amusa et al., (2005) e Agbenin;
Ogulana, (2006), no Egito por Hassan et al., (2014).

Dentro da se¢do Gibbosum o isolado MGSS 169 foi classificado como Fusarium
longipes e segundo Leslie; Summerell, (2006) a distribuicdo geogréfica deste patdgeno
encontra-se ao longo dos tropicos e normalmente € recuperado a partir do solo. Ja Fusarium
equiseti € uma espécie com uma distribuicdo cosmopolita sendo encontrado na natureza como
saprofita ou como invasor secundario.

Os isolados classificados como F. equiseti obtiveram distancia genética de 0 % a 1,3

% entre eles. Bonde; Gade; Rai, (2014) encontraram alta variabilidade genética entre isolados
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de Fusarium equiseti obtidos de frutos (mamé&o, tomate, berinjela, banana) e legumes -
cenoura (Daucus carota), beterraba (Beta vulgaris), batata, quiabo através da técnica de
RAPD e matriz de distancia genética. Nadarajah et al. (2015) estudando a filogenia, através
da regido ITS, de um isolado de Fusarium sp. obtido de uma variedade de arroz apresentou
100 % de homologia com Fusarium equiseti Fe2 e Fusarium sp. estirpe AL-21 IRH-2012h.
Os hospedeiros de Fusarium equiseti encontrados nesta pesquisa foram vinagreira (colo da
planta), alface (folha), mamao (fruto), feijao caupi (colo da planta), pimentdo (semente) o que

indica uma ampla gama de espécies e 6rgdos vegetais que sao suscetiveis a este patdgeno.

Analise filogenética de espécie do género Lasiodiplodia.

A analise filogenética através do gene ITS revela que, o isolado MGSS 176, agrupou-
se em um clado com valor de 100 % de bootstrap juntamente com outras espécies do género
Lasiodiplodia (Figura 69).

Figura 69. Arvore filogenética de Maxima Verossimilhanga (ML) do género Lasiodiplodia baseado no modelo
Kimura 2 pardmetros. A arvore de consenso de bootstrap inferida a partir de 1000 repeti¢des. Analises foram
realizadas no MEGA 6. Neoscytalidium dimidiatum GU251106 — para ITS), Tiarosporella urbis-rosarum
JQ239408) foram utilizados como outgroup.
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—
0.05

A matriz de divergéncia genética mostra 0 qudo proximos evolutivamente estdo as

especies de Lasiodiplodia. O isolado MGSS 176 apresentou 0 % de distancia genética com
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as espécies de Lasiodiplodia theobromae e seu teleomorfo Botryosphaeria rhodina, L. brasiliense, L. viticola, L. hormozganensis, L. egyptiacae

(Tabela 15).

Tabela 15. Matriz de divergéncia genética através do gene ITS para as espécies do género Lasiodiplodia.

1
1 MGSS_176
2 Botryosphaeria_rhodina 0,0
3 Lasiodiplodia_theobromae 0,0
4 Lasiodiplodia_theobromae 1,3
5 Lasiodiplodia_brasiliense 0,0
6 Lasiodiplodia_brasiliense 0,0
7 Lasiodiplodia_viticola 2,5
8 Lasiodiplodia_viticola 0,0
9 Lasiodiplodia_hormozganensis 0,0

10 Lasiodiplodia_hormozganensis 0,0
11 Lasiodiplodia_egyptiacae 0,0
12 Lasiodiplodia_rubropurpurea 1,9

2

0,0
1,3
0,0
0,0
2,5
0,0
0,0
0,0
0,0
1,9

3

1,3
0,0
0,0
2,5
0,0
0,0
0,0
0,0
1,9

4

1,3
1,3
2,5
1,3
1,3
1,3
1,3
3,2

5

0,0
2,5
0,0
0,0
0,0
0,0
1,9

6

2,5
0,0
0,0
0,0
0,0
1,9

7

2,5
2,5
2,5
2,5
3,2

8 9 10 11 12 13 14

0,0

0,0 0,0

0,0 00 0,0
19 19 19 19

13 Neoscytalidium_dimidiatum 27,7 27,7 27,7 28,6 27,7 27,7 30,6 27,7 27,7 27,7 27,7 28,6
14 Tiarosporella_urbis-rosarum 31,2 31,2 31,2 33,3 31,2 31,2 343 31,2 31,2 31,2 31,2 31,2 12,2

O isolado MGSS 176 foi obtido colonizando fruto de melancia no municipio de lgarapé do Meio - MA. Este género tem ampla

distribuicdo geografica e de hospedeiros como ja constataram em uva de mesa, no Brasil (CORREIA et al., 2016), em Rosa rugosa, na China
(CHEN et al., 2016a), em mamao, no Brasil (NETTO et al., 2014), em Syzygium cordatum, na Africa do Sul (PLAVIC et al., 2004), em sementes
de Hibiscus cannabinus, na Malasia (NORHAYATI; KAMARUZAMAN, 2016); em diversos hospedeiros de regides diferentes do mundo

(ALVES et al., 2008).

Dados de sequéncias de DNA e caracteristicas morfoldgicas sdo interessantes para a taxonomia de espécies deste género. Plavic et al.

(2004) comparando espécies de Lasiodiplodia através de caracteristicas morfologicas e sequencias de DNA do gene espacadores internos
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transcrito — ITS concluiram que o isolado oriundo de Syzygium cordatum tratava-se de uma
nova espécie denominada Lasiodiplodia gonubiensis. Norhayati; Erneeza; Kamaruzaman
(2016) constataram que a espécie Lasiodiplodia theobromae era transmitida através de
sementes de Hibiscus cannabinus e recomendaram que a identificacdo do referido patdgeno
deve ser feita em combinacdo da caracterizacdo morfoldgica e molecular, pois existem uma
série de espécies criticas que ndo sdo identificadas apenas com base nas sequencias do gene
ITS.

Alves et al. (2008) analisando os genes ITS e EF1-a (fator de elongagdo 1- o) de
isolados identificados previamente como Lasiodiplodia observou que arvore filogenética
mostrou trés clados, um com a espécie Lasiodiplodia theobromae, e os outros dois clados com
novas espécies do género Lasiodiplodia e esses isolados que ndo agruparam-se com qualquer
espécie conhecida, apresentaram diferencas morfoldgicas com a espécie L. theobromae dando
ainda mais consisténcia aos resultados de filogenia.

Diante de uma grande diversidade de fungos no Brasil, recentemente no Vale do Séo
Francisco, regido Nordeste do Brasil foi constatado a presenca de oito diferentes espécies de
Lasiodiplodia causando morte dos ramos “dieback” em videiras sendo cinco destas espécies
relatada pela primeira vez neste hospedeiro no mundo (CORREIA et al. 2016). Ainda nesta
mesma regido, cinco diferentes espécies de Lasiodiplodia foram relatadas causando podriddo
peduncular do mamoeiro com a descoberta de duas novas espécies através da analise
filogenética e morfoldgica dos isolados obtidos deste hospedeiro (NETTO et al., 2014).

Do conjunto de relacdes filogenéticas conclui-se que este isolado MGSS 176 pertence
ao género Lasiodiplodia. Assim, uma combinacdo de dados de sequéncia e caracteristicas
morfolégicas sdo benéficas para esclarecer a taxonomia deste patdgeno.

Andlise filogenética de espécie do género Metarhizium

O isolado MGSS 192 classificado morfologicamente como Metarhizium anisopliae,
obtido de Tibraca limbativentris no municipio de Matdes do Norte-MA, foi submetido a
andlise filogenética pelo método de Méaxima Verossimilhanca (ML) e modelo de evolugéo
Jukes-Cantor (JC) e 1000 repeticdes, comparando-0s com as sequéncias do Genbank.

A andlise filogenetica revelou um grupo monofilético onde o isolado MGSS 192
agrupou-se com a espécie Metarhizium anisopliae confirmando a caracterizacdo morfoldgica.

O clado bem suportado por 93 % de bootstrap mostra em um sub-clado formado pelo isolado



138

MGSS 192 e a espécie de Metarhizium anisopliae isolado NORDESTE, que tinha como
hospedeiro Mahanarva posticata, na regido Nordeste do Brasil (Figura 70).

Figura 70. Arvore filogenética de Maxima Verossimilhanca (ML) do género Metarhizium baseado no modelo
Jukes-Cantor. A arvore de consenso de bootstrap inferida a partir de 1000 repeticdes. Analises foram realizadas
no MEGA 6. Aschersonia placenta (DQ365845) — para ITS foi utilizado como outgroup.
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Nesse mesmo clado outras espécies agruparam-se as espécies Metarhizium
brunneum, Metacordyceps taii, (anamorfo: M. guizhouense), Metarhizium majus.

A matriz revela que o isolado MGSS 192 apresentou 0,6 % de divergéncia genética
com a espécie de Metarhizium anisopliae e o teleomorfo Metacordyceps taii e 1,3 % para M.
brunneum, 1,9 % para M. majus, 3,9 % para M. lepidiotae, 13,3 % para M. globosum, 17,2 %
para M. flavoviride var. pemphigi, 18 % para M. flavoviride (Tabela 16).

Tabela 16. Matriz de divergéncia genética através do gene ITS para as espécies do género Metarhizium.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

© 00N OB WN P

[y
o

MGSS 192 -

Metarhizium anisopliae 0,6 -

Metacordyceps taii 06 13 -

Metarhizium brunneum 13 19 0,6 -

Metarhizium flavoviride 18,0 188 17,2 180 -

Metarhizium flavoviride var. pemphigi 17,2 18,0 164 172 0,6 -

Metarhizium globosum 13,3 133 125 133 156 148 -

Metarhizium lepidiotae 39 46 33 39 164 156 125 -
Metarhizium majus 19 26 13 19 180 17,2 133 46 -
Aschersonia placenta 295 295 304 314 26,7 257 285 295 314 -

Esta espécie é caracterizada por conidioforos de comprimento varidvel e sdo

relativamente curtos, de formato irregular ramificado ou ndo ramificado e dispostos em



139

grupos compactos que formam uma massa de esporos, 0s esporos séo alongados com lados
paralelos (BISCHOFF, REHNER, HUMBER, 2009).

E importante o conhecimento de fungos entomopatogénicos para posteriores estudos
genéticos e utilizacdo no controle bioldgico de pragas. Este isolado foi coletado em epizootia
(infeccdo generalizada da populacéo de Tibraca limbativentris numa area extensa de cultivo
de arroz) no municipio de Matbes do Norte — MA. Em estudos das relagdes filogenéticas da
espécie Metarhizium anisopliae Tangthirasunun et al. (2010) investigando caracterisiticas
morfologicas e moleculares através de dados de sequéncias do espacador interno transcrito
(ITS) do rDNA de 24 isolados de Metarhizium de diferentes hospedeiros de insetos e do solo
oriundos da Tailandia mostrou que M. anisopliae, M. album., M. anisopliae var. acridum e M.
flavoviride podem ser diferenciados claramente, porém as espécies de M.anisopliae e M.
anisopliae var. majus (= Metarhizium majus) mostraram-se genéticamente muito préximas
havendo somente a separacdo das espécies através de caracteristicas morfoldgicas.

A utilizacdo da regido espacadora interna (ITS) em conjunto com outros genes
também tem tido sucesso na filogenia de espécies do género Metarhizium. Myrand et al.,
(2015) realizou a caracterizacdo molecular de seis isolados de Metarhizium atraves da regiao
ITS e a regido intergénica MzIGS3 identificando as espécies: M. anisopliae, M. brunneum, M.
majus. Lyra et al. (2012) utilizando a regido ITS em conjunto com anélise de restricdo do
rDNA amplificado (Amplified Ribossomal DNA Restriction Analysis — ARDRA) para
estudos filogenéticos mostraram que o complexo Metarhizium anisopliae é monofilético.
Bischoff et al., (2009) através da analise de multilocus em conjunto com analise morfolégica
de nove taxons do complexo de M. anisopliae também confirmam seu monofiletismo.

No Brasil ja foi relatado as espécies Metarhizium anisopliae, Metarhizium anisopliae
var. anisopliae, Metarhizium majus, Metarhizium flavoviride (LUBECK et al., 2008) e a
ocorréncia natural de Metarhizium anisopliae em Adultos de Cascudinho (Alphitobius
diaperinus) (Panzer) (Coleoptera: Tenebrionidae) (ALVES et al., 2004).

Andlise filogenética de espécies do género Myrothecium

A andlise filogenética dos isolados MGSS 143 e MGSS 148 confirmaram a
caracterizacdo morfologica como pertencentes ao género Myrothecium. Observou-se que 0
isolado MGSS 143 agrupou-se com a espéecie Myrothecium verrucaria em clado monofilético
muito bem suportado por 99 % de bootstrap. J& o isolado MGSS 148 agrupou-se com a

espécie Myrothecium gramineum em um clado suportado por 98 % de bootstrap (Figura 71).
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Figura 71. Arvore filogenética de Méaxima Verossimilhanca (ML) do género Myrothecium baseado no modelo
Kimura 2 parametros para o gene ITS. A arvore de consenso de bootstrap inferida a partir de 1000 repeticGes.
Analises foram realizadas no MEGA 6. Bionectria ochroleuca KF055399 foi utillizado como outgroup.
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A tabela 17 mostra que os isolados MGSS 148 e MGSS 143 do género Myrothecium

apresentam uma elevada divergéncia genética entre eles (24,8 %), o que confirma

pertencerem a espécies distintas. Ao analisar a divergéncia genética entre o isolado MGSS

148 e a espécie M. gramineum esta distancia variou entre 1,7 % e 5,3 % e com relacdo a

espécie M. verrucaria divergiu geneticamente 24,8 %.

Tabelal7. Matriz de divergéncia genética através do gene ITS para as espécies do género Myrothecium.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 MGSS_148 -
2 MGSS 143 248 -
3 Myrothecium verrucaria 24,8 0,0 -
4 Myrothecium verrucaria 248 00 0,0 -
5 Myrothecium gramineum 53 288 288 288 -
6 Myrothecium gramineum 28 238 238 238 72 -
7 Myrothecium gramineum 1,7 278 278 278 65 34 -
8 Myrothecium roridum 239 53 53 53 299 210 248 -
9 Myrothecium tongaense 192 34 34 34 247 184 219 4,1 -
10 Myrothecium carmichaelii 20,1 4,0 40 4,0 257 192 229 23 17 -
11 Myrothecium inundatum. 210 86 86 86 247 201 238 122 86 92 -
12 Bionectria ochroleuca 385 419 419 419 433 385 41,1 419 391 419 416 -

O isolado MGSS 143 apresentou uma divergéncia genética de 0 % com a espécie M.

verrucaria e entre 23,8 % - 28,8 % com a espécie M. gramineum.
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O isolado MGSS 143 foi obtido de folhas de alface (Lactuta sativa) e o isolado MGSS
148 de folhas de quiabo. No Brasil, o género Myrothecium ja foi relatado em outros
hospedeiros, como a espécie Myrothecium roridium patogénica aos hospedeiros
Spathiphyllum wallisii, Cucumis sativus, Anthurium andreanum, Solanum lycopersicum,
Capsicum annuun, Dieffenbachia amoena, Nicandra physaloides e a espécie M. verrucaria
patogénica a Solidago canadensis (QUEZADO DUVAL et al.,, 2010). E no mundo, M.
roridum patgénico ao Abutilon megapotamicum, na China (BEN et al., 2015) e a M.
gramineum patogénico ao Coix lacryma-jobi, na India (DUBEY; SENGUPTA, 2015).

Neste trabalho as relagBes filogenéticas através dos genes da regido espacgadora
transcrita interna (ITS) separou e identificou claramente as espécies do género Myrothecium.
A utilizacdo da regido espacadora transcrita interna (ITS) para a filogenia de espécies do
género Myrothecium vem sendo realizada por diversos pesquisadores. Gnanasalomi;
Gnanadoss, (2013) realizaram a filogenia baseada na regido ITS rDNA de dois isolados que
produziam lacase e identificaram as espécies como Myrothecium gramineum e Psathyrella
candolleana. Okunowo et al., (2013) e Piyaboon et al. (2014) estudando um fungo patogénico
a Eichhornia crassipes (espécie invasora que vem causando prejuizos econémicos na Nigéria
e Tailandia), chegaram a identificacdo a nivel de espécie deste microorganismos através da
analise filogenética do regido ITS, sendo identificado como Myrothecium roridum e indicado
como potencial bioherbicida.

Chen et al. (2016b) afirmam que o género Myrothecium é polifilético, analisando os
genes ITS e EFl-a, separados e em combinacdo. Sugerindo a andlise por multi-gene para
melhor identificacdo das espécies do género.

As espécies encontradas neste trabalho tém caracteristicas que podem ser utilizadas na
agricultura e na industria. Myrothecium verrucaria ja foi utilizada como bioherbicida contra
plantas daninhas como Senna obtusifolia L. e Sesbania exaltata (Raf.) Rydb ex A.W. Hill
(HOAGLAND; WEAVER; BOYETTE, 2007). A espécie Myrothecium gramineum teve
comprovada a producdo de lacases e sua capacidade de degradar corantes (GNANASALOMI;
GNANADOSS, 2013). A espécie Myrothecium inundatum produz numerosos compostos
organicos volateis (COV), que demonstraram atividade inibidora do crescimento contra uma
série de fungos patogénicos de plantas, incluindo Pythium ultimum e Sclerotinia sclerotiorum,
(BANERIJEE et al., 2010) desta forma o conhecimento da biodiversidade de uma regido ou
estado € imprescindivel em alavancar as pesquisas com esses microorganismos tendo seus

potenciais biotecnoldgicos explorados.



142

Analise filogenética de espécies do género Neoscytalidium.

Realizou-se a andlise filogenética pelo método de Maxima Verossimilhanca (ML)
com modelo de evolucdo Jukes-Cantor (JC) e 1000 repeticBes para o isolado classificado
morfologicamente como Nesocytalidium dimidiatum- MGSS 106, comparando-0s com as
sequéncias do Genbank.

A arvore filogenética revela que, o isolado MGSS 106 formou um sub-clado
monofilético com a espécie Neoscytalidium hyalinum dentro de um clado maior com suporte
de 99 % de bootstrap (Figura 72).

Figura 72. Arvore filogenética de Maxima Verossimilhanca (ML) do género Neoscytalidium baseado no modelo
Jukes-Cantor para o gene ITS. A &rvore de consenso de bootstrap inferida a partir de 1000 repeticBes. Analises
foram realizadas no MEGA 6. Lasiodiplodia parva (KF766192) foi utilizado como outgroup.
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A matriz de divergéncia genética realizada para as espécies de Neoscytalidium
através da regido espacadora transcrito interno (ITS) revela que o isolado MGSS 106
apresenta proximidade genética com dois isolados pertencentes a espécie N. hyalinum (=N.
dimiatum) (1,4 %) e 1,9 % para espécie N. dimidiatum de origem de outros paises e
diferentes hospedeiros e assim como isolados da espécie N. novaehollandiae (Tabela 18).

Os resultados da arvore filogenética e da matriz de divergéncia mostram que o
isolado MGSS 106 ¢é filogeneticamente relacionado com os isolados de N. hyalinum oriundos
de mandioca (Manihot esculenta Crantz) e de mesma origem geografica do Brasil.

Quanto a regido do gene ITS foi capaz de identificar o isolado MGSS 106 em nivel

de espécie. Outros autores também obtiveram éxito ao utilizar esta regido para identificacao
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de linhagens de Neoscytalidium. Chen et al. (2014) em pesquisa sobre a filogenia, morfologia,
distribuicdo, e patogenicidade de seis géneros (Diplodia, Dothiorella, Fusicoccum-
Botryosphaeria, Lasiodiplodia, Neofusicoccum e Neoscytalidium) dentro da familia
Botryosphaeriaceae em nogueira-comum (Juglans regia) conseguiram a identificacao a nivel
de espécie do isolado do género Neoscytalidum utilizando o gene da regido ITS. Resultados
semelhantes relataram Mohd et al. (2013) estudando 40 isolados provenientes de plantas de
Pitaya (Hylocereus polyrhizus) com sintomas de cancro da haste caracterizando morfologica
e molecularmente através do gene ITS todos os isolados e identificando todos como N.
dimidiatum.

O isolado MGSS 106 foi obtido de fruto de abacaxi doente. Espécies do género
Neoscytalidium ja foram encontradas causando doencas em diversas culturas. Na Australia em
arvores frutiferas foi relatado a primeira vez da associacdo da N. novaehollandiae causando
“dieback” em mangueiras e Neoscytalidiium dimidiatum em mangueiras e figueiras (RAY et
al. 2010), N. dimidiatum causando cancro da haste em Pitaya (Hylocereus polyrhizus) na
Malésia (MOHD et al., 2013), nos Estados Unidos foi relatado a patogenicidade de N.
dimidiatum a nogueira-comum (CHEN et al., 2014) e no Brasil foi confirmado a associagédo
patogénica de espécie N. dimidiatum a Mangiffera indica (MARQUES et al., 2013), causando
podrid&o radicular em pinh&o-manso (Jatropha curcas L.) (MACHADO et al., 2014a), € em
mandioca (MACHADO et al., 2014b).

A arvore mostra ainda a espécie N. dimidiatum esta filogeneticamente relacionada
com a espécie N. novaehollandiae, como constataram 0s pesquisadores Plavic et al. (2008)
através da combinacgdo de dados de sequéncias dos genes ITS e EF-1a, Mohd et al. (2013);
Chen et al. (2014) pela utilizacdo da regido espacadora transcrito interna (ITS).

Os resultados da analise filogenética, Matriz de divergéncia genética e caracterizacdo
morfolégica assegura que o isolado MGSS 106 pertence a espécie Neoscytalidium
dimidiatum.

A nomenclatura da espécie Neoscytalidum dimidiatum vem sofrendo alteracfes ao
longo dos ultimos anos (2006/2016). Em 2006 (N. dimidiatum), 2013 (N. hyalinum) e
finalmente 2016 retornou a (N. dimidiatum). Crous; et al. (2006) haviam relatado a nova
combinagdo com base no epiteto mais antigo Torula dimidiata (Penz.) de1882. Phillips et al.
(2013) alteraram a nomenclatura de Neoscytalidium dimidiatum para Neoscytalidium
hyalinum, porque Scytalidium hyalinum (C.K. Campb. & J.L. Mulder) de 1977, era
indistinguivel filogeneticamente da espécie N. dimidiatum. Porém, Huang et al. (2016)

declarou em seu artigo sobre o género Neoscytalidium que Crous et al. (2006) haviam relatado



a nova combinagdo com base no basindbmiio Torula dimidiata (Penz.) de1882 que possuia o epiteto mais antigo.

Tabela 18. Matriz de divergéncia genética atraves do gene ITS para as espécies do género Neoscytalidium.

1 2 3 4 5) 6 7 8 9 10 11 12 13
1 MGSS 106
2 Neoscytalidium hyalinum 1014 1,4
3 Neoscytalidium hyalinum 1015 1,4 0,0
4 Neoscytalidium hyalinum 19 05 05
5 Neoscytalidium hyalinum 19 05 05 00
6 Neoscytalidium dimidiatum 19 05 05 00 0,0
7 Neoscytalidium dimidiatum 19 05 05 00 00 0,0
8 Neoscytalidium novaehollandiae 1,9 05 05 00 00 0,0 0,0
9 Neoscytalidium novaehollandiae 19 05 05 00 00 00 0,0 0,0
10 Neoscytalidium novaehollandiae 19 05 05 00 00 00 00 0,0 0,0
11 Neoscytalidium novaehollandiae 19 05 05 00 00 00 00 00 0,0 00
12 Macrophomina phaseolina 10,2 91 91 86 86 86 86 86 86 86 86
13 Lasiodiplodia parva CBS 456.78. 39,9 38,3 38,3 37,5 37,5 37,5 37,5 37,5 37,5 37,5 37,5 36,7

144
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Analise filogenética de espécies do género Nigrospora.

A anadlise filogenética mostra que houve a formagdo de dois clados de
Nigrospora oryzae.

O isolado MGSS 62 apresentou relacdes filogenéticas com a espécie
Nigrospora oryzae com clado altamente significativo de 98 % de bootstrap. Observando
que neste clado todos os isolados foram obtidos a partir da cultura do arroz (Oryza
sativa). Para o outro grupo formado com isolados de Nigrospora oryzae apresentou

diferentes hospedeiros de origem (Figura 73).

Figura 73. Arvore filogenética de Maxima Verossimilhanca (ML) do género Nigrospora baseado no
modelo Jukes-Cantor para 0 gene ITS. A &rvore de consenso de bootstrap inferida a partir de 1000
repeticdes. Anélises foram realizadas no MEGA 6. Gelasinospora udagawae (AB640864) foi utilizado
como outgroup.
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Através da matriz de divergéncia observa-se que o isolado MGSS 62 apresentou
0 % de distancia genética com os isolados de N. oryzae oriundos de arroz e uma
divergéncia genética bastante elevada em relacdo aos isolados de N. oryzae patogénicos
a outros hospedeiros de (Dendrobium candidum - 4,8 %), (Triticum aestivum — 4,3 %),
(Arundo donax — 4,3 %) e com relacdo a espécie N. sphaerica 2,7 % (Tabela 19).

Os resultados da arvore filogenética (Figura 73) e da Matriz de divergéncia
geneética (Tabela 19) sugerem que ha uma especializagdo de N. oryzae em relacdo a
cultura do arroz, por isso houve uma divergéncia elevada e a formacgdo de clados
separados entre os isolados oriundo de Oryza sativa e os isolados de N.oryzae oriundos

de outros hospedeiros.

L Nigrospora oryzae F12-F(Dendrobium candidum)
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Tabela 19. Matriz de divergéncia genética através do gene ITS para as espécies do género Nigrospora.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

1 MGSS 62 -

2 Nigrospora oryzae HBN 0,0 -

3 Nigrospora oryzae HN-21 00 0,0 -

4 Nigrospora oryzae F12-F 48 48 48 -

5 Nigrospora oryzae SMCD.043 43 43 43 16 -

6 Nigrospora oryzae CBS_113884 43 43 43 16 0,0 -

7 Nigrospora sphaerica 788-3-3-1 27 27 27 21 16 1,6 -

8 Nigrospora sphaerica CY108 27 27 27 21 16 16 0,0 -

9 Gelasinospora_udagawae 23,7 23,7 23,7 23,0 22,3 22,3 202 20,2 -

Sangjoon et al., (2011) analisando os fungos filamentosos que se encontravam
em palhas de arroz deixadas nas areas de cultivo de 11 locais na Coréia do Sul
confirmou morfologicamente e molecularmente — através da regido ITS, 25 espécies e
16 géneros. Dentre as espécies estava N. oryzae, que na arvore filogenética apresentou
altos valores de bootstrap.

Espécies de Nigrospora vém sendo encontradas também convivendo
endofiticamente em tecidos de plantas como verificou Cosoveanu et al. (2016) em
varias espécies vegetais do género Artemisia, onde isolou fungos filamentosos e através
da regido ITS identificou os isolados em duas espécies: Nigrospora oryzae e
Nigrospora sphaerica além de outros 10 géneros. Wang et al. (2011) também
encontraram 0 g@énero Nigrospora convivendo endofiticamente com o coral
Echinogorgia rebekka e confirmou o género atraves da analise filogenética utilizando a
regido ITS. Assim como Rathod et al. (2014) que isolaram N. oryzae da planta
medicinal Emblica officinalis (Amla) e constaram que este produz Griseofulvina, um
composto que demonstrou atividade contra bactérias humanas e fungos patogénicos.

O isolado MGSS 62 foi obtido de folha de arroz com manchas, em uma éarea
produtora do municipio de Arari-MA. O género Nigrospora também ja foi identificado
como causador de doencas em batata Solanum tuberosum (LOUIS et al., 2014),
Dendobrium candidium (WU et al., 2014), Arundo donax (WIDMER et al., 2006), Phoenix
dactylifera (ABASS et al., 2014).

Neste estudo a regido do gene ITS foi eficiente na separacdo em nivel de
espécie do isolado de N. oryzae. Resultado semelhantes obtiveram Rathod et al., (2014),
Sangjoon et al. (2011), Cosoveanu et al. (2016).
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Analise filogenética de espécies do género Phoma.

Realizou-se a analise filogenética para Méxima Verossimilhanca (ML) com evolugéao
nucleotidica K2 e 1000 repeticdes para o isolado classificado morfologicamente como
pertencente ao género Phoma - MGSS 152, comparando-os com as sequéncias do Genbank.

Ao analisar as relacdes filogenéticas do isolado MGSS 152 através da regido ITS
observou que este se agrupou com linhagens da espécie Phoma multirostrata com um clado
de valores de significancia moderada de 80 % de bootstrap (Figura 74).

Figura 74. Arvore filogenética de Maxima Verossimilhanca (ML) do género Phoma baseado no modelo Kimura
2 parametros para o gene ITS. A arvore de consenso de bootstrap inferida a partir de 1000 repeticGes. Analises

foram realizadas no MEGA 6. Aschochyta hordei var. hordei (GU237887) foi utillizado como outgroup.
Didymella — fase sexuada (Teleomorfo), Phoma - fase assexuada (Anamorfo).

Secdo Phoma
70 Phoma multirostrata strain CBS 110.79
48 —1_ Phoma multirostrata strain PD 77/508
80 Phoma multirostrata

56 { MGSS 152 l

39 Allophoma zantedeschiae strain CBS 131.93

s : — Phoma herbarum Secdo Phoma
: gl Didymella coffeae-arabicae strain CBS 123380 /'

— Didymella calidophila strain PD 84/109
sol— Didymella americana strain CBS 568.97

39

— Didymella gardeniae strain CBS 302.79
] — Didymella gardeniae strain CBS 626.68

— Didymella maydis strain CBS 588.69
nlb Didymella maydis strain MA 0027
Ascochyta hordei var. hordei CBS 544.74

A representacdo da divergéncia genética através da matriz revela que o isolado MGSS
152 apresentou uma distancia de 3,9 % em relacdo as sequéncias de DNA das linhagens de
Phoma multirostrata. Com relacdo a outras espécies do género estudadas e o isolado MGSS

152 a divergéncia genética variou entre 6,3 e 8,7 % (Tabela 20).



Tabela 20. Matriz de divergéncia genética através do gene ITS para as espécies do género Phoma.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1 MGSS 152
2 Phoma_herbarum 8,7
3 Phoma_multirostrata 39 6,3
4 Phoma_multirostrata 39 57 0,6
5 Phoma multirostrata 39 57 06 0,0
6 Didymella calidophila 75 45 39 34 34
7 Didymella_coffeae-arabicae 69 34 51 45 45 272
8 Didymella_americana 69 40 34 28 28 06 17
9 Didymella_gardeniae 87 63 51 45 45 28 40 272
10 Didymella_gardeniae 87 63 51 45 45 28 40 22 0,0
11 Didymella_maydis 75 45 39 34 34 11 22 06 28 28
12 Didymella_maydis 75 45 39 34 34 11 22 06 28 28 00
13 Allophoma_zantedeschiae 6,3 63 45 40 40 51 40 45 63 63 51 51
14 Ascochyta hordei_var. hordei 13,9 10,7 100 94 94 82 94 75 88 88 69 69 10,1
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A identificacdo morfolégica de Phoma é bastante problematica e da origem a
muitos erros. Aveskamp et al. (2009) identificaram isolados da secdo Peyronellaea
dentro do género Phoma através da observacdo morfoldgica e caracterizacdo molecular
e classificou cinco novas espécies que estavam preservados em cole¢des de culturas sob
nomes de espécies incorretos. Portanto, as técnicas de caracterizacdo molecular foram
empregadas, o que provou ser a melhor opgdo para a identificagdo e estudo das
variacdes genéticas entre fungos deste género (AVESKAMP et al., 2008).

Assim como neste trabalho que houve elevada distancia genética entre
sequéncias da P. multirostrata, Tiwari et al. (2013) encontraram elevada distancia entre
sequencias da espécie Phoma tropica, o que mostra uma alta variabilidade genética. Ao
observar na figura 74 as espécies pertencentes a secdo Phoma da qual esté inserida a
espécie P. multirostrata forma um grupo parafilético.

A regido ITS foi eficiente na separacdo das espécies do género Phoma e vem
sendo utilizada por diversos pesquisadores para investigar as relacfes filogenéticas do
referido género (IRINYI et al., 2006; AVESKAMP et al. 2009; LAWREY et al., 2012;
TIWARI et al., 2013).

O isolado MGSS 152 foi obtido de folhas de alface com manchas. Na Italia
houve o primeiro registro da espécie de Phoma tropica patogénico na cultura da alface
(GARIBALDI et al. 2012), na Austrélia foi relatado Phoma multirostra causando
manchas foliares em coentro (GOLZAR et al. 2015). Até o presente momento, ainda
ndo havia sido encontrados relatos de Phoma multirostrata causando doencas em alface

no Brasil.

Andlise filogenética de espécies do género Phomopsis

Foi realizada a construcédo das relacdes filogenéticas para o isolado MGSS 80 e
espécies do género Phomopsis para a Maxima Verossimilhanca (ML) com evolucédo
nucleotidica (Kimura 2 parametros) K2 e 1000 repeticdes.

O isolado MGSS 80 formou um clado altamente consistente com valores de 99
% de bootstrap com a espécie Diaporthe pseudomangiferae (anamorfo: Phomopsis
pseudomangiferae) estirpe CBS 101339 isolados de Mangifera indica na Republica
Dominicana (Figura 75).
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Figura 75. Arvore filogenética de Méaxima Verossimilhanca (ML) do género Phomopsis baseado no
modelo Kimura 2 parametros para 0 gene ITS. A arvore de consenso de bootstrap inferida a partir de
1000 repeticBes. Analises foram realizadas no MEGA 6. Valsa mali var. pyri (GU174589) foi utillizado
como outgroup. Diaporthe- fase sexuada (Teleomorfo), Phomopsis- fase assexuada (Anamorfo).

1A —— Diaporthe ambigua strain CBS 114015
64 | Diaporthe phaseolorum strain CBS 113425
38 Diaporthe sp. 8 RG-2013 strain LGMF925

| |MGSS 80
:99 Diaporthe pseudomangiferae strain CBS 101339

Diaporthe amygdali strain CBS 115620
41 I— Diaporthe rudis strain CBS 266.85

Valsa mali var. pyri GSZY113

—
0.05

A representacdo da matriz de divergéncia genética mostra que a distancia entre o
isolado MGSS 80 e as sequéncias depositadas no Genbank do género Phomopsis foi de
0% para espécie Diaporthe pseudomangiferae. J& em relacdo as outras espécies a

divergéncia genética foi mais elevada variando entre 8 e 15,5 % (Tabela 21).

Tabela 21. Matriz de divergéncia genética através do gene ITS para as espécies do género
Phomopsis.

1 2 3 4 5 6 7 8

1 MGSS_80 -

2 Diaporthe ambigua CBS 114015 155 -

3 Diaporthe phaseolorum CBS 113425 149 4.1 -

4 Diaporthe amygdali CBS 115620 11,4 13,7 15 -

5 Diaporthe rudis CBS 266.85 90 17,5 18,2 10,2 -

6 Diaporthe pseudomangiferae CBS 101339 0,0 155 14,9 11,4 9,0 -

7 Diaporthe sp. 8 LGMF925 80 13,8 9,6 10,8 12,0 8,0 -

8 Valsa_mali_var._pyri GSZY113 193 22 22 186 18,6 19,3 20 -

Diante dos resultados dessa pesquisas esta espécie Diaporthe pseudomangiferae
tem seu primeiro relato associados a lesdes foliares em roseiras no Brasil e no mundo.
Esta espécie foi registrada causando lesdes em cascas de frutos de manga no México e
Republica Dominicana (GOMES et al., 2013) e em inflorescéncias desta mesma
espécie, causando podriddo e aborto das flores sendo registrados em campos de
germoplasma de Manga, da Universidade da Estacdo Experimental de Puerto Rico, em
Juana Diaz, Porto Rico (SERRATO-DIAZ et al., 2014).

Com este relatol a espécie D. pseudomangiferae encontra-se comum a todo

continente Americano (Brasil, México, Republica Dominicana e Porto Rico) e nédo
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havendo relatos em paises de outros continentes. Por outro lado, trata-se de um novo
patdégeno a floricultura brasileira afetando as roseiras. O género Diaporthe inclui
espécies fitopatogénicas em muitos hospedeiros lenhosos e herbaceos como soja
(COSTAMILAN et al., 2008), Mandioca (BOAS, 2015); videira (Vitis vinifera)
(NIEKERK et al., 2005), funcho (Foeniculum vulgare) (SANTOS; PHILLIPS, 2009),
Amendoeira (Prunus dulcis) (DIOGO et al., 2010).

A regido ITS utilizada para revelar as relacoes filogenéticas de espécies do género
Diaporthe/Phomopsis e do isolado MGSS 80 neste trabalho foi eficiente. Segundo
Diogo et al., (2010) a regido ITS € indicado para distinguir espécies do género
Diaporthe com interpretagdo da filogenia realizada com cuidado. Costamilan et al.
(2008) estudando as relacdes filogenéticas através da regido rDNA-ITS de isolados
oriundos de soja doentes observaram que estes agruparam-se com sequéncias de
Diaporthe phaseolorum var. caulivora apresentando valores significativos de 99 % pelo
teste de bootstrap na construgdo da &rvore filogenética. J4 Udayanga et al. (2014)
estudando a delimitacdo de espécies do Complexo Diaporthe eres concluiu que a
filogenia através da regido ITS tem resolucdo limitada dentro deste complexo, muitas
vezes resultando em uma ramificacdo inconclusiva. Ao contrario do gene ITS, a arvore

filogenética EF1-a claramente distinguiu as fronteiras entre as espécies.

Andlise filogenética de espécies do género Gongronella

Foi realizada a construgdo das relacdes filogenéticas para o isolado MGSS 123 e
espécies do género Gongronela para a Maxima Verossimilhanca (ML) com evolucédo
nucleotidica (Tamura 3 parametros) T92 e 1000 repeticdes.

O isolado MGSS 123 formou um clado monofilético altamente consistente com
valores de 99 % de bootstrap com a espécie Gongronella butleri, estirpes MM 23 e CBS

102.44 oriundos da India e Itélia, respectivamente (Figura 76).
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Figura 76. Arvore filogenética de Maxima Verossimilhanca (ML) do género Gongronella baseado no
modelo Tamura 3 parametros (T92) para o gene ITS. A arvore de consenso de bootstrap inferida a partir
de 1000 repeticdes. Analises foram realizadas no MEGA 6. Absidia anomala (JN205815) foi utillizado
como outgroup.

X Gongronella butleri isolate MM23 :
99

:4{ Gongronella butleri strain CBS 102.44 :

! lmess123| )

Gongronella butleri strain ATCC 8989

Gongronella lacrispora strain ATCC 24412
Absidia anomala strain CBS 125.68

0.05

A representacdo da matriz de divergéncia genética revela que o isolado MGSS 123
apresentou 0 % de distancia genética com as sequéncias das espécies Gongronella butleri
estirpes MM23 e CBS 102.44 e 2,6 % para estirpe ATCC 8989 de mesma espécie

anteriormente citada e 19,2 % G. lacrispora. (Tabela 22).

Tabela 22. Matriz de divergéncia genética através do gene ITS para as
espécies do género Gongronella.

1 2 3 4 5 6

1 MGSS 123 -

2 Gongronella butleri MM23 0,0 -

3 Gongronella butleri CBS 102.44 0,0 0,0 -

4 Gongronella butleri ATCC 8989 26 26 26 -

5  Gongronella lacrispora ATCC 24412 19,2 19,2 19,2 16,4 -

6 Absidia_anomala CBS 125.68 57,9 57,9 57,9 550 61,8 -

Apesar destes resultados classificarem molecularmente o isolado MGSS 123 como
Gongronella butleri, resultados divergentes foram obtidos através da caracterizacdo
morfoldgica do qual este isolado foi classificado como Trichoderma sp.

O isolado MGSS 123 apresentou conidios ovdides produzidos em série e
acumulados no apice das fialides. Podem serem lisos ou ligeiramente rugosos com
coloragcdo variando do amarelo ao verde-escuro. A colbnia apresentou crescimento
rapido apresentando tons de verde (SAMUELS et al., 2015) (Figura 77).
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Figura 77. Observacdo macro e micromorfolégica de Gongronella butleri e do isolado MGSS 123 A —
Col6nia de Gongronella butleri. B. Esporangio. C) colbnia do isolado MGSS 123; D) Conidios do
isolado MGSS 123.; E) Concentracdo de Conidios de Trichoderma sp.

Fonte: OLIVEIRA, 2016.

Fonte: KATEDRA BOTANIKY
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5- CONSIDERACOES FINAIS

e A recuperacdo dos isolados demonstrou que os patégenos mostraram colonias
com caracteristicas micro-morfolégicas normais in vitro, mostrando viabilidade
e estado puro. Foram isolados de fungos pertencentes a 15 géneros: Fusarium,
Colletotrichum, Pestalotiopsis, Curvularia, Aspergillus, Penicillium, Phomopsis,
Gliocladium, Chaetomium, Trichoderma, Stemphylium, Corynespora, Chalara,
Beauveria, e Isaria.

e A documentacdo e informatizacdo da Micoteca possibilitou a organizacdo das
informacdes relacionadas aos isolados e a criagdo do site que atende aos anseios
de popularizacao das informacdes cientificas.

e Estdo conservados na Micoteca um total de 212 isolados de fungos
fitopatogénicos em diferentes métodos de preservacao.

e A caracterizacdo morfologica de 51 isolados identificou 16 géneros: Fusarium,
Colletotrichum, Alternaria, Lasiodiplodia, Neoscytalidium, Beauveria,
Metarhizium, Nigrospora, Curvularia, Trichoderma, Phomopsis, Corynespora,
Phoma, Chaetomium, Myrothecium, Cladosporium.

e Foi possivel sequenciar a regido ITS1-5.8S-1TS2 do DNA ribossomal (rDNA)
de 51 isolados de fungos fitopatogénicos depositados na Micoteca e elucidar
suas relaces filogenéticas para a maioiria dos isolados a nivel de espécie
mostrando novos relatos de associacdo de fnngos e hospedeiros como por
exemplo, Alternaria ochroleuca e tomate (Solanum lycopersicon), Chaetomium
fuscum e sementes de Vinagreira (Hibiscus sabdariffa), Fusarium oxysporum e
Abacaxi (Ananas comosus) no Brasil, Neoscytalidium dimidiatum e Abacaxi (A.
comosus), Phoma multirostrata e Alface (Lactuta sativa) no Brasil e Phomopsis
pseudomangiferae e roseiras (Rosa sp.).

e A combinacdo da caracterizacdo morfoldgica e caracterizacdo molecular atraves
do gene ITS (rDNA) foi eficiente e fundamental na identificacdo dos géneros
Alternaria;  Chaetomium;  Myrothecium;  Neoscytalidium, Nigrospora,
Phomopsis; Metarhizium; Phoma.

e Para 0s géneros Beauveria, Colletotrichum, Corynespora, Cladosporium,
Lasiodiplodia e Trichoderma € indicada a caracterizacdo morfoldgica

combinada com caracterizagdo molecular através de dois ou mais genes.
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e Para 0 género Fusarium a combinacdo caracterizacdo morfoldgica e molecular
foi eficiente na identificacdo das espécies Fusarium oxysporum Fusarium
longipes, Fusarium sacchari, Fusarium equiseti e para os isolados pertencentes
ao complexo Gibberella fujikuroi deve-se utilizar uma abordagem multigénica.
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Centro de Ciéncias Agrarias

Nucleo de Biotecnologia Agrondmica
Laboratorio de Fitopatologia

e ‘ - Cidade Universitaria Paulo VI s/n° Tirirical

’ MESS CEP 65055970 Sao Luis — MA/Brasil

Micoteca Prof Grilson Soares da Silva Fone:_ (98) 32571106
E-mail: alicecosta@cca.uema.br

REGISTRO DE CULTURA FUNGICA

Registro: MGSS-01
Data de deposito:
Métodos de preservacao:
Género e espécie:
Ndmero da Linhagem:
Data de isolamento:
Local de origem:
Hospedeiro de origem:
Substrato de origem:

Sao Luis, 11de Outubro de 2013

Antbnia Alice Costa Rodrigues

Curadora da Micoteca “Prof. Gilson Soares da Silva” - Colecdo de Cultura de Fungos
Fitopatogénicos.

Universidade Estadual do Maranhéo

S&o Luis, Estado do Maranhéo

Brasil
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Universidade Estadual do Maranhao
Centro de Ciéncias Agrarias
Nucleo de Biotecnologia Agrondmica
Laboratério de Fitopatologia
Cidade Universitaria Paulo VI s/n® Tirirical

/ CEP 65055970 Sao Luis — MA/Brasil

M 6'83 Fone: (98) 32571106

Micoteca Prof Grilson Soares da Silva E-mail: alicecosta@cca.uema.br

FORMULARIO DE INCORPORACAO DE CULTURA FUNGICA
1. Cédigo do isolado (emitido pelo depositante):

2. Fungo:
e Género:
e Espécie:
3. Nome do Determinador:
Data da Determinacédo
e Identificagcdo molecular (enviar comprovacdo em anexo):

e Cddigo GenBank ou outra base:

ePrimers especificos (nome dos primers e publicagao):

4. Coleta do material:

Nome do Coletor:
Numero do Coletor:

e Data:

¢ Local (cidade/estado):

e Coordenadas (GPS):

¢ Propriedade (nome):

5. Isolamento:
e Data: e Meio de cultura:
e Cultura monosporica: () sim ( ) néo

e Fungo esporulando no meio: () sim ( ) néo



6. Hospedeiro:
e Tipo:
e Parte: ( )folha ( )ramo ( )raiz ( )caule ( )fruto ( )inflorescéncia

( ) tubérculo ( ) outra:

e Cultivar:

6. Teste de Patogenicidade:
e Realizacdo: ( ) sim ( ) néo

7. Bibliografia em que o isolado foi utilizado (periédico, volume, nimero, pagina inicial e
final, ano):

174

8. CAdigo de acesso do isolado em outras colegdes (oficiais e ndo oficiais):

9. Acesso ao isolado:
() Restrito (durante 02 anos - acesso somente com autoriza¢éo formal)

() N&o restrito

10. Depositante:
CNPJ:

Nome:

Instituicao:

Endereco:

Documento de Identificagao (tipo, nimero e 6érgdo emissor):
Telefone:

Fax:

E-mail:

Instituicdo ou colecdo destinataria:

Endereco:

Nome do representante da instituicao ou colegdo destinataria:

Assinatura do depositante:
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Cidade Universitaria Paulo VI s/n® Tirirical
/ : CEP 65055970 Sao Luis — MA/Brasil

. Mé‘ss ‘ Fone: (98) 32571106

Micoteca Prof Grilson Soares da Silva E-mail: alicecosta@cca.uema.br

FORMULARIO DE SOLICITACAO DE CULTURA FUNGICA

1. Solicitante:
CNPJ:

Nome:

Instituicéo:

Endereco:

Documento de Identificagdo (tipo, nimero e 6rgdo emissor):
Telefone:

Fax:

E-mail:

Instituicdo ou colecdo destinataria:

Endereco:

Nome do representante da instituicao ou cole¢do destinataria:

Assinatura do depositante:

2. Fungo:
e Género:

e Espécie:

3. Hospedeiro:
e Tipo:
e Parte: ( )folha ( )ramo ( )raiz ( )caule ( )fruto ( ) inflorescéncia

( ) tubérculo ( ) outra:

e Cultivar:

4. Observacdes:-
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Centro de Ciéncias Agrarias
Nucleo de Biotecnologia Agrondmica
Laboratério de Fitopatologia
Cidade Universitaria Paulo VI s/n° Tirirical

{ v CEP 65055970 Sao Luis — MA/Brasil

M érss Fone: (98) 32571106

Micoteca Prof Grilson Soares da Silva E-mail: alicecosta@cca.uema.br

FORMULARIO DE IDENTIFICACAO DE CULTURA FUNGICA

1. Solicitante:
CNPJ:

Nome:

Instituicéo:

Endereco:

Documento de Identificacdo (tipo, nUmero e 6rgdo emissor):
Telefone:

Fax:

E-mail:

Instituicdo ou colecao destinatéaria:

Endereco:

Nome do representante da instituicdo ou colecdo destinatéaria:

Assinatura do depositante:

2. Coleta do material:

Nome do Coletor:
Numero do Coletor:

e Data:

¢ Local (cidade/estado):

e Coordenadas (GPS):

e Propriedade (nome):

3. Isolamento:

e Data: ¢ Meio de cultura:
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¢ Cultura monosporica: () sim ( ) néo
¢ Fungo esporulando no meio: () sim ( )nao
4. Hospedeiro:
e Tipo:
e Parte: ( )folha ( )ramo ( )raiz ( )caule ( )fruto ( )inflorescéncia

( ) tubérculo ( ) outra:

e Cultivar:

5. Teste de Patogenicidade:
¢ Realizagdo: ( ) sim ( )ndo

6. Observacgdes:-




