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RESUMO

Identificac&o de fungos patogénicos a orquideas
Sousa, E. M. R.

No Brasil, a floricultura é um dos setores agricolas que mais cresce, e as orquideas
se destacam na preferéncia dos produtores e consumidores. Uma das maiores limitagoes
para o cultivo de orquideas € a incidéncia de doencas causadas por fungos. Entretanto,
poucas informacdes cientificas existem sobre patdgenos nessas plantas. Este trabalho
tem como objetivo estudar a diversidade de fungos patogénicos a orquideas. O trabalho
esta dividido em trés partes: 1) uma revisao de literatura sobre floricultura no Brasil,
orquideas, seu cultivo e doencas; 2) um relato sobre novas espécies de orquideas
hospedeiras de Sphenospora kevorkianii, um fungo causador de ferrugem (capitulo 1); 3)
um estudo sobre a diversidade de Colletotrichum patogénicos a orquideas (capitulo 2). O
fungo S. kevorkianii (Raveneliaceae) foi relatado pela primeira vez sobre Cyrtopodium
aliciae e sobre o hibrido Denfal muaug tai. Os estudos com o género Colletotrichum
permitiram a classificacdo de 41 isolados obtidos de 21 géneros/espécies de orquideas
em quatro grupos filogenéticos: C. gloeosporioides, C. boninense, C. orchidearum e C.
orchidophilum. Esses grupos ndo foram corroborados pelas analises morfologicas e
também por anélises com os marcadores BOX e REP. Os resultados desse trabalho
adicionam novas informacdes sobre a diversidade de fungos patogénicos a orquideas em

condi¢cBes naturais e de cultivo comercial.

Palavras-chave: Fungos; doencas; diversidade.



ABSTRACT

Identification of fungi pathogenic to orchids
Sousa, E. M. R.

In Brazil, flower cultivation is among the agricultural sectors that are experiencing fast
growth and the orchids are preferred among producers and consumers. One of the
limitations for orchid cultivation is the incidence of diseases caused by fungi. There is little
scientific information on pathogens of these plants in general. The objective of this study is
to explore the diversity of orchid pathogenic fungi. The study is divided in three parts: 1) a
literature review on floriculture in Brazil, orchids, their cultivation and diseases; 2) a report
on new hosts of the rust fungus Sphenospora kevorkianii (capitulo 1); and 3) a study on
the diversity of Colletotrichum pathogenic to orchids (capitulo 2). The fungus S. kevorkianii
(Raveneliaceae) was reported for the first time on Cyrtopodium aliciae, a native species
and on the commercial hybrid Denfal muaug tai. Studies on Colletotrichum allowed the
classification of 41 isolates obtained from 21 genera/species of orchids in four
phylogenetic groups: C. gloeosporioides, C. boninense, C. orchidearum and C.
orchidophilum. These groups did not corroborate the morphological and molecular
analyses with the BOX and REP markers. The results of this study add new information on
the diversity of fungi pathogenic to orchids in natural and commercial conditions of orchid

cultivation.

Keywords: Fungi; disease; diversity.



INTRODUCAO

A familia Orchidaceae esta entre as mais diversificadas do reino vegetal, distribuida
em todos os biomas e continentes (SWARTS et al., 2009). No entanto, a maioria das
espécies € encontrada nas regides tropicais. Na América do Sul paises como Colémbia,
Equador e Brasil apresentam o maior nimero de espécies (SILVA & SCUDELLER, 2009).

A beleza, variedade e durabilidade das flores de orquideas despertam admiragéo e
estimulam o cultivo em diversos paises do mundo (MORAES et al., 2011). De modo que,
apresentam grande valor ornamental e econémico na indastria da floricultura (KASULO et
al., 2009). Orquideas s&@o importantes também nas industrias de cosméticos, farmacos e
alimentos (FERNANDES et al., 2009; TSAI et al., 2010). No entanto, a producéo de
orquidea se torna ameacada pelo aparecimento de pragas e principalmente doencas
(GIORIA, 2002).

Os fungos sado os principais causadores de doencas em orquideas, atuam limitando
a reproducao das espécies, afeta a qualidade das flores e em alguns casos podem
impedir o cultivo de espécies raras. O género Colletotrichum (filo Ascomycota) e as
ferrugens (filo Basidiomycota) sao classificados entre os principais fungos causadores de
doencas na familia Orchidaceae (WATSON, 2008).

Mesmo com a grande importancia ambiental e econémica das orquideas, o
panorama atual de controle das doencas é deficiente. Realizado na maioria das vezes de
forma empirica, empregando-se indiscriminadamente fungicidas, sem conhecimento da
espécie do fungo causador da doenca (GIORIA, 2006). Consequéncia da falta de estudos
cientificos dedicados a identificacao dos fitopatégenos nessas plantas.

Este trabalho teve como objetivo a identificacdo de fungos patogénicos a
orquideas. A primeira parte do trabalho dedica-se a uma revisdo sobre as orquideas e as
doencas que incidem sobre essas plantas, seguida de 2 capitulos onde sdo apresentados
relatos de ferrugens em dois novos hospedeiros (capitulo 1) e um estudo sobre a
diversidade de Colletotrichum em orquideas no Estado da Bahia (capitulo 2).



REVISAO DE LITERATURA

1.0 Floricultura no Brasil

O cultivo comercial de plantas ornamentais no Brasil comecou no final do século
XIX. Os primeiros registros da floricultura sdo datados de 1870 com a producgdo de
orquideas por Binot em Petropolis no Rio de Janeiro. Em 1893 os alemées Dierberger
comecaram a cultivar outras espécies de plantas ornamentais. Posteriormente, em 1929,
surgiram os irmaos Bottcher que foram os pioneiros na producédo de rosas e exposicoes
de flores. No entanto, nesse periodo a comercializagdo de plantas ornamentais ainda era
realizada de forma amadora (FRANCA & MAIA, 2008).

A ampliacéo do cultivo de plantas ornamentais como atividade econémica comecgou
a ocorrer no final dos anos 60 devido ao crescimento de conjuntos habitacionais que
inviabilizava a existéncia de grandes jardins para uma parte da populacdo (VECANTO et
al., 2006). Desde entdo, a floricultura brasileira foi se profissionalizando, seguindo a
tendéncia mundial (COSTA, 2007). Atualmente é desenvolvida por grandes, médios e
principalmente pequenos produtores cooperativados e proporciona alta taxa de emprego
e renda (FRANCA & MAIA, 2008).

No Brasil a regido Sudeste se destaca como o principal centro produtor e
consumidor, seguida da regido Sul, ambas com cultivos principalmente de plantas de
clima temperado. A producédo de flores e plantas tropicais esta concentrada na regido
Nordeste, Norte e Centro-oeste onde a atividade € mais recente. No entanto, em todas as
regides existe um aumento no consumo de plantas ornamentais (BUAINAIN & BATALHA,
2007).

Um crescimento econdmico e em volume de producdo no segmento da floricultura
no pais é observado desde 2006. O setor proporcionou para a atividade agricola no ano
de 2010 um faturamento de R$ 3,8 bilhdes, em 2011 R$ 4,3 bilhdes e para o ano de 2012
estima-se um crescimento de 12% (SCHOENMAKER, 2012).

Em relacdo a importacdo e exportagdo, a floricultura brasileira ganhou um maior
estimulo do governo devido a criagdo em 2001 do Programa Brasileiro de Exportagédo de
Flores e Plantas Ornamentais (FLORABRASILIS), e em 2010 o surgimento da Agenda
Estratégica 2010 — 2015 de Flores e Plantas. Incentivo a abertura de linhas de créditos
especificas para produtores foram criadas, com a intencdo de melhorar o nivel de

capacitacdo técnica em todos os segmentos da cadeia produtiva (ANEFALOS, 2004).
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Também foi formado um plano de trabalho que busca estabelecer a acdo conjunta das
Camaras setoriais relacionadas a floricultura (MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2011).
Dessa forma, o pais nos ultimos anos tem exportado mais plantas ornamentais do que
importado (IBRAFLOR, 2012). O setor que mais se destaca é a producdo de mudas de
plantas como orquideas, bromélias e flores do cerrado (CLARO, 1998 citado por
ANEFALQS, 2004).

Em relacdo as orquideas, o Brasil em 2003 exportou aproximadamente 79 mil
dolares para diferentes paises. Apesar de existir um crescimento de 25% ao ano na
producdo de orquideas no Brasil (NOGUEIRA, 2004), ainda existe uma caréncia de

plantas para atender a demanda nacional e muitas orquideas séo importadas.

2.0 Orquideas

A familia Orchidaceae é a que possui 0 maior niumero de espécies dentro das
angiospermas (SOUZA & LORENZI, 2005). Espécies dessa familia sdo distribuidas em
todo o planeta, podem ser encontradas como terrestres, epifitas e rupiculas (TAKANE et
al., 2006). No entanto, sédo mais frequentes em regides subtropicais e tropicais, onde séo
mais comumente encontradas como epifitas (KASULO et al., 2009).

Estima-se a existéncia de 800 géneros e 35.000 espécies de orquideas no mundo
(SOUZA & LORENZI, 2005). O Brasil apresenta cerca de 10% da diversidade mundial, e
em todos os Estados federativos ha registros de orquideas. De acordo com Barros et al.,
(2012) foram encontrados no pais 236 géneros onde 65 sdo endémicos e 2.437 espécies
das quais 1.627 sao endémicas. Vale ressaltar que, existem varias espécies nativas que
ainda nédo foram descritas.

As orquideas atraem admiradores em todo o mundo, devido a variedade de forma,
tamanho, durabilidade e beleza de suas flores (MORAES et al, 2011). Essas
caracteristicas agregam alto valor econémico para o mercado mundial do agronegécio de
flores (KASULO et al., 2009). Além disso, sdo utilizadas na industria famarcéutica, de
alimento e cosmético, por meio da extragdo em pseudobuldos de compostos bioativos
gue ajudam a combater tumores (TSAI et al., 2010), consumo de bulbos como alimento
em paises africanos (KASULO et al., 2009) e flores e capsulas como fonte de aromas
(SANTOS, 2012).

Devido ao grande mercado consumidor de orquideas, em diversos paises, existe
uma ilegal e desordenada exploracao extrativista, o que contribui para o risco de extincéo
de varias espécies (SANTOS, 2012). No Estado de Minas Gerais 43 espécies foram
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adicionadas na Lista Vermelha de espécies ameacas de extincdo (NOGUEIRA, 2004).
Além disso, outros fatores que também contribuem para a perda da biodiversidade dessas
plantas sdo: a destruicdo do habitat natural devido ao desmatamento e a ocorréncia de
doencas (SWARTS, 2009). Assim, o cultivo realizado por colecionadores ou de forma
comercial € uma alternativa para a preservacao das orquideas (SANTOS, 2012).

2.1 O ambiente de cultivo das orquideas

A umidade, temperatura e luz sdo aspectos importantes para o estabelecimento de
uma planta no estagio inicial, e para o seu posterior desenvolvimento (SANTOS JR.,
2004).

Ambientes com umidade de aproximadamente 60 a 80% sdo os melhores para o
cultivo de orquideas, e temperatura entre 18 a 28°C sdo as melhores para a maioria das
espécies. Em relacdo a incidéncia de luz ocorre uma variacdo de acordo com o modo de
vida da orquidea. Existem plantas que necessitam de algumas horas de exposi¢cdo
completa ao sol, outras precisam de uma leve sombra, meia sombra ou sombra total o
gue corresponde respectivamente a cerca de 75%, 50% e 25% de luz (PAULA & SILVA,
2004).

Devido a essas condigbes ambientais, o Brasil se destaca em relagédo ao local
propicio para encontrar e cultivar espécies de orquideas. O que acarreta durante todo ano
o fornecimento de uma diversidade de plantas para o mercado interno e externo (PAULA
& SILVA, 2004; BUAINAIN & BATALHA 2007).

No entanto, as condi¢cdes de umidade, temperatura que beneficiam a producao de
orquideas, também ajuda a causar prejuizo quando associadas a cultivos incorretos e ao
uso indevido de produtos fitossanitarios. A ocorréncia de um grande numero de doencas,
principalmente as fungicas sdo favorecidas nessas condicbes (COSTA, 2007; GIORIA
2006).

3.0 Doencas fungicas em orquideas

As doencas causadas por fungos sédo consideradas como um dos fatores limitante
para a producdo de orquideas no pais (MORAES et al., 2011). Podem causar prejuizos
diretos, pela queda na producao, alterando tanto a qualidade, quanto a quantidade do
produto e prejuizos indiretos pelo custo das medidas de controle (KIMATI, 2005). De
acordo com Coto & Moreira, (2007) as doencas podem ser classificadas como, letais,



12

degenerativas e de impacto reduzido. Para isso precisa ser considerada a viruléncia do
patdgeno, a suscetibilidade da planta hospedeira, as condicdes ambientais e a atuacéo
humana (AGRIOS, 2004).

Geralmente as espécies de plantas que se desenvolvem em seu centro de
endemismo sofrem menos com as doencas fungicas, pois existe o controle biolégico
natural, devido as interacbes dos organismos no ambiente. Cultivos comerciais ou de
colecionadores sdo comumente mais suscetiveis a doencas, por apresentar mais
homogeneidade, existir uma maior manipulacdo genética e fisica (COTO & MOREIRA,
2007) e por importar plantas com sinais de fitopatdgenos que ndo sofreram uma rigorosa
inspecao fitossanitaria (MORAES et al., 2011). Portanto, o controle de doencas € um dos

fatores determinantes para o sucesso da producéo.

A identificacdo réapida e correta do patégeno é fundamental para que sejam
aplicadas estratégias de controle para uma doenca fungica. O desenvolvimento dessas
estratégias requer conhecimentos sobre a etiologia do patégeno, sua forma de disperséo,
modo e momento em que a infeccdo ocorre e os mecanismos de defesa da hospedeira
(IMENES & ALEXANDRE, 2001). De acordo com o género do fungo a identificacdo pode
ser realizada por meio de métodos morfologicas e moleculares (ALFENAS & MAFIA,
2007). A partir de uma correta identificacdo do patdgeno pode-se controlar as doencas de
forma mais efetiva (IMENES & ALEXANDRE, 2001).

Os fungos identificados na literatura como causadores de doencas em orquideas
no Brasil e no exterior sdo: Fusarium oxysporium que desenvolve murcha e Fusarium
solani que causa amarelecimento das folhas, podridao basal e podriddo em raiz (CHUNG
et al., 2011). Botrytis cinerea que desenvolve pequenas manchas arredondadas em
pétalas e sépalas, que posteriormente se torna cinza, doenca conhecida como mofo
cinzento. Mancha foliar também pode ser causada por Cercospora odontoglossi, C.
angraeci, C. dendrobii, C. epipactidis, e C. persisteriae, Phyllosticta capitalensis, Fusarium
moniliforme (KLEIN, 2008), Phomopsis spp., Cladosporium cladosporioides, Nigrospora
oryzae (SANTOS, 2012), Alternaria spp. (SOUSA, 2010), Aspergillus niger (SOUSA,
2010; SANTOS, 2012), Lasiodiplodia theobromae, Selenophoma spp., Diplodia
laeliocattleyae, Diplodia spp. e por diversas espécies de Guignardia (WATSON, 2008).

Mycoleptodiscus indicus desenvolve a doenca crosta negra em baunilha (Vanilla
fragans) (BEZERRA & RAM, 1986). Sclerotium rolfsii foi encontrado causando podridao

em pseudobulbos e posterior desfolha (BAG, 2003). Schizothyrium perexiguum e
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Leptothyrium spp. nos Estados Unidos causam pequenos pontos pretos em folhas de
orquideas, posteriormente acompanhado por outro fungo, o Gloeodes pomigena, que
produz um superficial filme preto nas folhas chamado de mancha da fuligem (WATSON,
2008). Pestalotiopsis pauciseta, P. osyridis, P. algeriensis e P. neglecta foram
encontrados em lesbGes foliares irregulares, necroticas e extensas e P. clavispora
encontrado em lesdes de folhas e bulbos (SANTOS, 2012).

No entanto, dentre as doencas causadas por fungos do filo Ascomycota em
orquideas, a antracnose, 0 amarelecimento, manchas das folhas, mucha e podriddo em
todas as partes da planta, acarretadas por fungos do género Colletotrichum, séo
classificadas como um dos defeitos mais graves, 0 que proporciona grandes perdas
econdmicas (COUTINHO et al., 1998; GIORIA, 2002). Assim como, no filo Basidiomycota
os fungos que se destacam por causar doencas em orquideas sao 0s pertencentes a
ordem Pucciniales, principalmente o género Sphenospora (WATSON, 2008). A ferrugem
se manifesta nas folhas das plantas e representa um grande problema para os produtores
de orquideas (BURNETT, 1973). Vale ressaltar que, ainda existe uma caréncia de
informacgdes sobre a ocorréncia de doencas fungicas no Brasil para diversos géneros de

orquideas, embora existam estudos em diversos outros paises (MORAES et al., 2011).

3.1 O género Colletotrichum

O género Colletotrichum foi descrito por Corda em 1831, encontrado em uma haste
de uma planta hospedeira ndo identificada na Republica Tcheca (DAMM et al., 2009). O
estagio teliomorfico Glomerella foi descritos por Spauld & H. Spauld em 1903 (INDEX
FUNGORUM).

As espécies de Colletotrichum apresentam distribuicdo mundial e diferentes estilos
de vida. Podem ser endofiticas (PRIHASTUTI et al. 2009), saproéfitas (DAMM et al., 2009)
e patogénicas a humanos (CANO, 2004) e principalmente as plantas (PRIHASTUTI et al.
2009). Entretanto, é por meio da patogenicidade em plantas nas regides tropicais e
subtropicais que o género é mais conhecido no mundo (HYDE et al, 2009). Durante o
periodo de 1981 a 2001 foi classificado como um dos fitopatogenos mais estudados,
registrado em plantas de diversos paises. Em numero de publicagcbes na area de
fitopatologia foi superado apenas por Fusarium, Phytophthora e Rhizoctonia (LATUNDE,
2001 Citado por HYDE et al., 2009).
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No Brasil, Colletotrichum foi encontrado em varias plantas hospedeiras, incluindo
diversos géneros de orquideas (MENDES & URBEN, 2012), nessas plantas €
considerado como um dos principais fatores de declinio e em alguns casos pode
ocasionar a morte (KLEIN, 2008). De acordo com Santos (2012) Colletotrichum foi o mais
encontrado dentre 21 géneros de fungos causadores de doencgas isolados de 31 géneros
de orquideas no sul da Bahia. Sousa (2009) também encontrou em orquidarios comerciais
Colletotrichum spp. causando antracnose em folhas de Oncidium sp., Vanda sp.,
Cyrtopodium sp. e Denfal sp.. Mafia et al. (2005) relatou Colletotrichum gloeosporiodes
causando antracnose na espécie Paphiopedilum insigne, conhecida popularmente como
sapatinho-de-vénus, que € uma das orquideas de maior valor econédmico. Na Argentina
Colletotrichum gloeosporioides e a sua forma teliomérfica Glomerella cingulata causaram
mancha foliar em Cattleya intermédia x C. walkeriana, Dendrobium nobile e Miltonia
flavescens (CABRERA et al. 2003).

No entanto, vale ressaltar que, existem diversas espécies de Colletotrichum
identificadas de forma errada. Em alguns casos espécies de fungo consideradas
diferentes podem ser iguais, assim como as rotuladas iguais podem ser diferentes (HYDE
et al., 2009).

A dificuldade na identificacdo ocorre principalmente quando os estudos sao
baseados apenas em caracteristicas morfolégicas (GONZALEZ, 2007). Isolados
patogénicos de Colletotrichum s&do morfologicamente semelhantes, o que dificulta o
trabalho dos taxonomistas para determinar uma espécie (CANNON et al., 2012).

Nesse aspecto, técnicas moleculares de classificacdo e identificacdo estao
contribuindo para o entendimento das relacdes filogenéticas entre as diferentes espécies.
Isolados de fungos que séo classificados como diferentes por meio da morfologia, podem
ser da mesma espécie de acordo com os estudos moleculares (CARLILE et al., 1994).
Nesse sentido, métodos moleculares associado aos morfolégicos proporcionam uma
melhor resolucdo de problemas associados a correta identificacdo das espécies de
Colletotrichum (PILEGGI et al., 2009; RAMPERSAD, 2011).

3.2 Ordem Pucciniales

Os fungos da ordem Pucciniales pertencem ao Filo Basidiomycota, Subfilo
Pucciniomycotina e Classe Pucciniomycetes. Apresentam um ciclo de vida classificado
como complexo, pois podem existir dois hospedeiros e cinco fases diferentes, que sao:
espermagonial, ecial, uredinial, telial, basidial (BERGAMIm FILHO et al.,, 1995). Os
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basidios e basididésporos desses fungos surgem nos teliosporos (Figura 1), que sao
células que correspondem aos probasidios de outros fungos do mesmo filo (FRANCA,
2007). Caracterizados como entre 0os mais importantes organismos fitopatogénicos, sao
parasitas obrigatorios, que apresentam uma alta especificidade em relacdo as plantas
hospedeiras (YEPES & CARVALHO, 2010a).

Espermagonial

Basidial
Basidiésporos\bg Ecial
L
0cd%3e°
€.000"%0
%6 0
Eciésporos

Uredinial
Urediniésporo
o0

Figura 1. Ciclo de vida da Ordem Pucciniales. Fase espermagonial, ecial, uredinial, telial e

basidial.

Compreendem um grupo de grande importancia para a agricultura, plantacdes
florestais e horticultura por desenvolver a doenca conhecida como ferrugem. Diversas
espécies formam nas folhas das plantas infectadas pustulas com coloracdo ferruginosa,
gue causam entre 0s principais sintomas desfolha, galha e ma formacdo da planta
(CUMMINS & HIRATSUKA, 2003).

As ferrugens sao encontradas em todos continentes com excegédo da Antartica,
existindo cerca de 120 géneros e 6000 espécies (YEPES et al., 2010). De acordo com
Hennen et al.,(2005) e Yepes & Carvalho, (2010a) no Brasil foram encontrados 800
espécies em diversas familias de planta, e o pais se destaca por ter uma das maiores

diversidade do mundo de ferrugens. Outros paises como Argentina, Australia, Japéo e
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Nova Zelandia, também apresentam um numero significativo de ferrugens catalogadas.
No entanto, nessas regifes tropicais e subtropicais ainda sdo esperados um numero
expressivo de novas espécies de ferrugens, alguns géneros e de novos registros em
plantas (CUMMINS & HIRATSUKA, 2003).

Na familia Orchidaceae diferentes géneros sdo hospedeiros de ferrugens. Segundo
Ritschel et al., (2005), Hennen et al., (2005) e Watson, (2008) foi encontrado Desmosorus
oncidii (sinbnimo Hemileia oncidii (Griffor & Maubl), Uredo behnickiana (P. Hennings),
Hemileia americana (Massee) e Uredo americana (Massee)) em Cattleya, Epidendrum,
Laelia, Laphiaris e Oncidium; Uredo lynchii (Plowright) em Spiranthes; Uredo neopustulata
(Cummins) em Stenorrhynchus; Sphenospora mera em Catasetum, Oncidium,
Pleurothallis e Rodriguezia; Sphenospora saphena em Epidendrum, Laelia, Oncidium,
Rodriguezia e Sobralia e registrado Sphenospora kevorkianii (Linder) e sua fase
anamorfica Uredo nigropunctata (P. Hennings) (sinbnimo Uredo carnosa (Spegazzini) e
Uredo epidendri (P. Hennings)) em Notylia, Prescottia, Stanhopea, Zygostalis,
Epidendrum, Stenorrhynchus, Catasetum; e Cyrtopodium (WATSON, 2008). A ferrugem
causada por Sphenospora em grandes producfes de orquideas localizadas no Havai é
considerada como fator de grande declinio na producdo. Assim, o controle quimico é

recomendado para combater a doenca (CUNDOM et al., 2009).
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CAPITULO |

New host records for Sphenospora kevorkianii (Raveneliaceae)

Autores: Sousa, E.M.R., Nascimento, J.M.O., Anda-Rocabado, J. M., Souza, J.T.

Submetido a Summa Phytopathologica em versdo modificada na categoria Comunicacao
Cientifica
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The Orchidaceae family is one of the largest among the land plants with
approximately 800 genera, 35,000 species and 120,000 hybrids. Brazil is one of the
centers of orchid diversity and endemism (Barros et al. 2012.

http://floradobrasil.jbri.gov.br/2012/FB000179). During surveys conducted in 2011 and

2012 for fungi pathogenic to orchids in Bahia State, two samples were found with a rust
fungus that was identified as Sphenospora kevorkianii Linder. There are six species in the
genus Sphenospora, but only S. mera, S. saphena and S. kevorkianii were registered on
orchids in Brazil. Twelve genera and 15 species of orchids are hosts of S. kevorkianii in

Brazil (Carvalho Jr., A.A. 2012. http://floradobrasil.jbrj.gov.br/2012/FB094490).

Leaf samples with symptoms and signs of rust fungi were collected from the native
species Cyrtopodium aliciae at Igatu municipality (11°42'45.18"S - 40°37'32.95"0),
Chapada Diamantina, Bahia State at July 10, 2011. Samples of the commercial hybrid
Denfal muaug tai were collected in the commercial nursery Orquidario Orquilandia
Tropical, located in Camacari municipality (12°48'35.64"S- 38°15'23.02"0) in March 24,
2012. The samples were deposited in the RB herbarium of Rio de Janeiro Botanical
Garden under collector numbers 71 and 72 for D. muaug tai and C. aliciae, respectively.

Pustules on leaves of C. aliciae were amphygynous, with a waxy aspect, following
the leaf veins and in D. muaug tai pustules appeared on both sides, but were
predominantly hypophyllous and had a flattened and pulverulent aspect. These pustules
were orange to dark brown on both plants species. Spermagonia and aecia were not
observed in these samples nor on any sample evaluated by other authors (Carvalho Jr.,

A.A. 2012. http://floradobrasil.jbri.gov.br/2012/FB094490). Uredinia were conspicuous, sori

amphygynous in C. aliciae, predominantly hypophyllous in D. muaug tai, orange colored.
Urediniospores were pale yellow, obovoid to ellipsoid, 20-32.5 x 17.5-24 um with two
equatorial germinative pores, yellow and equinulated walls 1-2 pm thick. Telia

conspicuous, round and dark brown to black in color. Teliospore with 2 cells and a vertical


http://floradobrasil.jbrj.gov.br/2012/FB000179
http://floradobrasil.jbrj.gov.br/2012/FB094490
http://floradobrasil.jbrj.gov.br/2012/FB094490
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septum, hyaline, ellipsoid 19-28 x 12-15 um, no germinative pores observed, smooth walls
1 um thick, pedicel hyaline, persistent up to 50 um long (Figure 1). Spores showed the
same dimensions on both samples. The characters that allowed the separation of S.
kevorkianii from the other Sphenospora species were number of germinative pores on
urediniospores, wall thickness, and size of the urediniospores, absence of paraphyses,
size and thickness of the teliospore pedicel and thickness of the teliospore walls. Rust
lesions may be invaded by Colletotrichum spp. and other fungal species, causing
anthracnose that further contributes to plant decline (Figure 1).

Sphenospora kevorkianii is the rust species most frequently found on orchids,
however, this is its first report on C. aliciae and on the hybrid D. muaug tai, as it is the first

time this rust species is found in Bahia State.

ACKNOWLEDGEMENT
JTS acknowledges CNPq for the productivity scholarship.

Figure 1. A-J. Sphenospora kevorkianii Linder. A-B. Rust symptoms in leaves of Denfal

muaug tai. A. Adaxial leaf side with pustules (arrow) (Bar = 10 mm). B. Abaxial leaf side



showing chlorosis (Bar = 10 mm). C. Rust and anthracnose (arrow) symptoms in a leaf of
D. muaug tai (Bar = 10 mm). D. Telial (T) and Uredinial (U) sori (arrows) in a
Cyrtopodium aliciae leaf (Bar = 5 mm). E-F. Tissue section showing Uredinia and
Urediniospores. E. Section through a D. muaug tai leaf with an Uredinia (arrow) and
Urediniospores (Bar = 50 um). F. C. aliciae leaf showing Urediniospores (arrows) (Bar =
10 pm). F-G. Urediniospores. G. Surface view showing spicules (arrow) (Bar = 10 um).
H. Median view showing wall thickness (arrow) (Bar = 10 pm). I-J. Teliospores I.

Teliospore pedicel (arrow) (Bar = 10 um). J. Vertical septum (arrow) (Bar = 10 pm).
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CAPITULO 2

Espécies de Colletotrichum associados a orquideas na Bahia
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RESUMO

Espécies de Colletotrichum associados a orquideas na Bahia
Sousa,E. M. R.

As orquideas sofrem o0 atague de mdultiplos patogenos e os fungos do género
Colletotrichum estdo entre os mais comuns. Existem poucas informacdes sobre as
espécies de Colletotrichum patogénicos a orquideas. O objetivo do trabalho foi estudar
por meio de técnicas morfologicas e moleculares a diversidade de Colletotrichum spp.
patogénicos a orquideas. Critérios como tamanho dos conidios, coloracdo e taxa
crescimento das colonias em dois meios de cultura foram usados para a caracterizacao
morfolégica. Andlise molecular foi realiza com o uso de primers especificos para C.
gloeosporioides e C. acutatum, marcadores BOX e REP e o sequenciamento de
fragmentos do gene B-tubulina e EF1-a. O estudo envolveu um total de 41 isolados
obtidos de 21 géneros /espécie de orquideas. Os agrupamentos encontrados nas analises
morfoldégicas e nas moleculares por BOX/REP ndo foram correspondentes aos
agrupamentos filogenéticos encontrados, que corresponderam a C. gloeosporioides, C.
boninense, C. orchidearum e C. orchidophilum. Os resultados desse trabalho
acrescentam novas informacdes sobre a diversidade de Colletotrichum patogénicos a

orquideas.

Palavras-chave: Doencas; diversidade; fungos.
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ABSTRACT

Species of Colletotrichum associated with orchids in Bahia
Sousa, E. M. R.

The orchids are attacked by several pathogens and fungi of genus Colletotrichum are
among the most common. There is little information on Colletotrichum species patogenic
to orchids. The objectives of this work is to study the diversity of Colletotrichum spp. from
orchids by morphological and molecular analyses. Criteria such as size of conidia, colour
and colony growth rate on two agar media were used to characterize the isolates
morphologically. Analysis of the isolates with species-specific primers, BOX and REP
markers and sequencing of fragments of the B-tubulin and RNA polymerase elongation
and transcription factor (EF1-a) genes. The study involved 41 isolates obtained from 21
genera/species of orchids. The groupings found in morphological and by BOX/REP did not
correspond to the ones found in the phylogenetic analyses, where the isolates were
clustered into four phylogenetic groups: C. gloeosporioides, C. boninense, C. orchidearum
and C. orchidophilum. These results add new information on the diversity of Colletotrichum

pathogenic to orchids.

Keywords: Diseases; diversity; fungus.
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INTRODUCAO

O género Colletotrichum de acordo com dados cientificos e econdémicos é
classificado entre os oito mais importantes fungos patogénicos de plantas (DEAN et al.,
2012). E também citado como pertencente ao grupo dos endofiticos de folhas mais
comumente encontrados (ROJAS et al., 2010). De acordo com Prusky, (1996) quase
todas as culturas de plantas cultivadas no planeta sdo suscetiveis a espécies do género
Colletotrichum, com destaque para as plantas leguminosas, frutiferas e ornamentais.

Dentre as plantas ornamentais, as espécies da familia Orchidaceae, que é a mais
diversificada do reino vegetal, com alto valor comercial sdo muito afetadas por doencas
causadas por Colletotrichum (SOUZA, 2005 e BARROS et al., 2009). O ataque do fungo
causa riscos para o cultivo, de modo que as plantas ficam prejudicadas esteticamente e
em alguns casos pode ocorrer a morte (BARROS et al., 2009). As doengas ocasionadas
por Colletotrichum séo classificadas como das mais importantes em orquideas (MAFIA et
al., 2005).

Apesar de haver diversos estudos sobre espécies de Colletotrichum em varias
plantas hospedeiras (FERREIRA et al.,, 2005), poucas informacdes cientificas s&o
apresentadas sobre a diversidade de espécies associadas a familia Orchidaceae
(CABRERA et al., 2003), principalmente no Brasil. Dessa forma, existe a necessidade de
identificar Colletotrichum em nivel de espécie para que estratégias eficientes e mais
especificas de controle possam ser adotadas em relagdo aos danos causados (ATKINS &
CLARK, 2004 e HYDE et al., 2009).

Nesse sentido, o estudo de caracteristicas morfoldégicas associadas a técnicas
moleculares sao importantes ferramentas para caracterizar espécies do género
Colletotrichum (PILEGGI et al., 2009 e CAl et al., 2009). Este trabalho tem como objetivos
estudar por meio de técnicas morfolégicas e moleculares a diversidade de Colletotrichum

associados a orquideas.
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MATERIAL E METODOS

Amostragem, isolamento e preservacao

Foram realizadas coletas em cultivos de orquideas nos municipios de Lencois
(Chapada Diamantina), Cruz das Almas e Camacari (Orquilandia tropical), todos no
Estado da Bahia, no periodo de julho de 2011 a marco de 2012. Plantas com sintomas
aparentes de doencas foram coletadas, fotografadas e prensadas.

Os isolamentos foram feitos por meio de dois procedimentos: 1) Indireto:
Fragmentos de aproximadamente 2 cm da intersecdo entre as areas lesionadas e sadias
foram retirados, desinfestados superficialmente durante 2 min em alcool 70% e hipoclorito
de sodio 1%, posteriormente foram realizadas duas lavagens em agua destilada
esterilizada. Os fragmentos foram transferidos para placas de Petri contendo meio de
cultura BDA — Batata Dextrose Agar. Apos 10 dias de cultivo, laminas foram preparadas e
observadas ao microscopio de luz. Isolados de Colletotrichum foram separados para
futuros estudos; 2) Direto: esporos de Colletotrichum previamente observados em lesdes
sobre as folhas foram transferidos para meio BDA. As culturas foram incubadas a
temperatura ambiente e a purificagdo dos isolados contaminados foi feita quando
necessario. A preservacao dos isolados ocorreu de duas formas: método de Castellani e

em 6leo mineral.

Caracterizagcdo morfolégica

A caracterizacdo morfoldgica foi baseada no tamanho dos conidios, crescimento e
coloracdo da colénia em dois meios de cultura. Laminas foram preparadas por raspagem
da placa de Petri e por microcultivo para a analise do tamanho dos conidios em meio
BDA. Para o microcultivo, uma laminula foi transferida para a superficie do meio de
cultura BDA para que o fungo crescesse sobre a laminula. Apdés 10 a 15 dias a laminula
foi retirada e transferida para uma lamina contendo lactofenol e azul de metileno ou azul
de algodao para facilitar a observacao dos esporos. Foi medido o comprimento e a largura
de cinquenta conidios de cada isolado em microscopio Gptico em objetiva de 40X.

A taxa de crescimento foi determinada em meio BDA e em meio cenoura, dextrose
agar (CDA). Discos de micélio de 7 mm de diametro foram retirados das extremidades de
culturas de seis dias de crescimento em BDA e transferidos para o centro de novas placas
contendo BDA e CDA e incubadas a 25°C. Trés repeticbes foram utilizadas para cada

combinacao isolado e meio. O diametro das colonias foi medido a cada 24 h por 7 dias.
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No décimo dia de cultivo foi observada e fotografada a coloracéo de cada isolado na parte

superior das placas de Petri nos meios de cultura BDA e CDA.

Extracdo do DNA

Os isolados de Colletotrichum foram cultivados em placa de Petri com meio de
cultura batata — dextrose (BD) e incubados a 25°C durante 5 dias. Posteriormente, o
micélio foi coletado, transferido para papel filtro estéril para que o excesso do meio de
cultura fosse eliminado e o DNA foi extraido de acordo com o método de Doyle e Doyle
(1990) adaptado. Aproximadamente 100 mg de micélio foram macerados em nitrogénio
liqguido no cadinho com almofariz, e transferidos para microtubos de 1,5 mL.
Posteriormente, foi adicionado 650 pL de tampé&o de extracdo (100 mM Tris-HCI pH 8,0;
20 mM EDTA pH 8,0; 1,4 M NaCl; 2 % CTAB; 1 % PVP; 0,2 % B - Mercaptoetanol; 50
pg.mL-1 proteinase K). O contetudo dos tubos foi misturado em um aparelho agitador e
incubados a 55°C por 1 h em banho-maria, com agitacdo a cada 10 min. Em seguida, as
amostras foram resfriadas a temperatura ambiente, e foi adicionado 650 pL de
cloroférmio:alcool isoamilico - CIA (24:1). A mistura foi agitada manualmente por suaves
inversdes por 7 min e em seguida centrifugada a 12.000 rpm por 5 min. A fase aquosa
superior foi transferida para um novo microtubo e 200 pL de tampéo de extracdo (sem 3 -
Mercaptoetanol e proteinase K) mais 650 pL de CIA (24:1) foi adicionado, agitado e
centrifugado como citado anteriormente. A fase aquosa novamente foi transferida para um
novo microtubo, e um volume igual de isopropanol gelado (cerca de 500 pL) foi
acrescentado. A solucéo foi incubada a —80 °C por 15 min. Posteriormente foi realizada a
centrifugacdo a 12.000 rpm por 5 min, a fase liquida foi descartada. O DNA neste
momento se encontrava aderido ao fundo do tubo, foi lavado duas vezes com 1 mL de
etanol 70% e centrifugando a 12000 rpm por 3 min e secos em temperatura ambiente. O
pellet foi ressuspendido em 50 pL de TE (10mM Tris HCI, pH 8,0; 1 mM EDTA), contendo
10 pg/mL RNase e colocado em banho-maria a 37°C durante 30 min. O DNA foi

visualizado em gel de agarose a 0,8% corado com brometo de etidio 1 pg/mL.

BOX e REP - PCR

O elemento BOXA foi amplificado atraves do primer BOXA1R (5-
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG - 3). A reacao total de 25uL foi a seguinte: 5 pL de
tampao 5X, 6uL de MgCl2, 7,1uL de dNTPs, 0,4 pL de Tag DNA polimerase, 5uL de

primer e 1,5uL de DNA. A amplificacdo iniciou com uma desnaturacao de 95°C por 5 min,
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seguida por dez ciclos de um 1 min a 94°C, 30 s a 40°C, 72°C por 1 min, 30 ciclos de 1
min a 90°C, 30 s a 48°C, 1 min a 72°C e uma extenséo final de 10 min a 72°C.

Utilizou-se para a andlise do REP - PCR os primers REP 1R (5
INICGICGICATCIGGC - 3’) and REP 2R (5’- ICGICTTATCIGGCCTAC -3’). A reacao total
de 25 pL foi composta por 5 pL de tampéo 5X , 4uL de MgCI2, 8uL de dNTPs, 0,4 uL de
Taq DNA polimerase, 3uL de cada primer, 1,5uL de DNA e 0,1 de 4gua. As condi¢des do
PCR foram: uma inicial desnaturacdo de 5 min a 95°C, seguida por 10 ciclos de 1 min a
72°C, 30 ciclos de 1 min a 90°C, 48°C a 30 s, 1 min a 72°C e uma extensao final de 10
min a 72°C.

As duas reacOes ocorreram em um termociclador (peqSTAR 96 universal
gradiente). Os fragmentos amplificados por BOX e REP — PCR foram separados por
eletroforese em gel de agarose 2,0% corado com brometo de etidio 1 pg/mL, com a
velocidade de corrida de 50 V em tampédo TAE, durante 7 h. O marcador de 1 Kb plus
DNA Ladder (Invitrogen) foi utilizado. Os géis foram fotografados em um
fotodocumentador (Loccus biotechnology).

A andlise do perfil das bandas visualizadas no gel gerou uma matriz de presenca e
auséncia, a existéncia de banda é representada por 1 e auséncia representada por 0. A
analise de agrupamento foi feita com o programa FREE TREE (HAMPL et al., 2001), foi

usado o método UPGMA e o coeficiente de Jaccard.

Reacdes de PCR espécie-especificas

Os isolados de Colletotrichum foram submetidos a reacdo de PCR com primers
espécie-especificos para amplificacdo da regido ITS. O primer Cgint (5-
GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG - 3’) de aproximadamente 450pb, descrito por Mills et
al.,, (1992) foi usado para Colletotrichum gloeosporioides e o primer Calnt2 (5'-
GGGGAAGCCTCTCGCGG - 3') descrito por Sreenivasaprasad et al., (1996) para
Colletotrichum acutatum, ambos combinados com o primer universal ITS4 (5 -
TCCTCCGCTTATTGATATGC — 3’) descrito por White e Morrow, (1990). As reacdes
foram preparadas em um total de 25uL composta por 5uL de tampap 5x, 2,0uL de dNTPs,
2,0uL de MgCI2, 0,75uL de cada primer, 0,4uL de Taq DNA polimerase, 2,0uL de DNA e
12,1pL de agua miliQ autoclavada. A reacédo de PCR foi realizada segundo Freeman et al.
(2001), em um termociclador (peqgSTAR 96 universal gradiente). O programa usado
apresentou as seguintes fases: uma desnaturacao inicial de 95°C por 5 min, seguida de

30 ciclos de 30 s em 95°C, 30 s em 50°C, 1 min e 30 s em 72°C e extensao final de 5 min
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em 72°C. ApoOs a amplificacdo os produtos do PCR foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio 1 pg/mL, em tampéo TAE, a 80V
durante 2 h junto com o marcador de 100pb DNA Ladder (Invitrogen). O gel foi

fotografado em fotodocumentador (Loccus biotechnology).

Amplificacdo e sequenciamento

O DNA gendmico dos isolados de Colletotrichum foram submetidos a amplificacao
de duas regides, um fragmento do gene B—tubulinae outro fragmento do gene EFl-a
(translation elongation factor 1 alfa da RNA polimerase). Os primers utilizados foram
respectivamente T1(5’ - AAC ATG CGT GAG ATT GTA AGT — 3’) descrito por O’ Donnell
e Cigelnik, (1997) combinado com Bt2b (5’ - ACC CTC AGT GTA GTG ACC CTT GGC -
3’) descrito por Glass e Donaldson, (1995) e EF1-728F (5’- CAT CGA GAA GTT CGA
GAA GG - 3’) descrito por Carbone e Kohn, (1999) combinado com EF2T (5’- GGA RGT
ACC AGT SAT CAT GTT - 3’) descrito por O’ Donnell e Cigelnik, (1997). As reacdes de
PCR foram preparadas em um volume total de 25uL composta por, 5uL de tampéao 5x ,
2,0uL de dNTPs, 2,0uL de MgCI2, 0,75uL de cada primer, 0,4uL de Tag DNA polimerase,
2,0pL de DNA e 12,1pL de 4gua miliQ autoclavada. A reagdo de PCR foi realizada em um
termociclador (peqSTAR 96 universal gradiente) programado para um ciclo inicial de 94°C
por 2 min, seguido de 15 ciclos de 94°C por 2 min, 65°C por 30 s, 72°C por 1 min, 35
ciclos de 94°C por 30 s, 48°C por 30 s, 72°C por 1 min e uma extenséo final de 72°C por
10 min. Posteriormente, as amostras foram submetidas a reacéo de sequenciamento.

O sequenciamento das amostras ocorreu de acordo com o método de Sanger et
al., (1977) e os primers utilizados para a amplificacédo dos fragmentos do gene B—tubulina
e do gene EF1-a foram os citados anteriormente. Foram preparadas as rea¢gdes em um
volume final de 10 uL, composto por, 4,1 uL de agua ultrapura, 2,0 yl do tampéao de
sequenciamento 5X (Applied biosystems), 0,4 pyL de primer (10 pM/uL), 2,5 uL de DNA da
amostra e 1,0 uL de BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied biosystems).
As amplificacdes ocorreram em um termociclador (peqSTAR 96 universal gradiente), de
acordo com o seguinte programa: desnaturacdo inicial a 96 °C por 1 min, seguida de 35
ciclos de trés etapas: desnaturacao (96 °C, 10 s), anelamento (50 °C, 5 s) e extenséo (65
°C, 4 min). As etapas seguintes foram: a precipitagdo com a adigdo de 40 ul de
isopropanol 65 %, centrifungando a 4.000 rpm por 40 min. Em seguida o DNA foi lavado
com 200 ul de etanol 60 %, apdés a lavagem o DNA foi ressuspendido em 10 uL de

formamida e aquecido a 93 °C por 3 min, resfriado rapidamente em freezer -20°C.
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Posteriormente, as mostras foram submetidas a eletroforese em sequenciador do tipo ABI

prism 310 Genetic Analiser (Applied Biosystem).

Analise filogenética

A edicdo e montagem das sequéncias foi realizada com o programa Sequencher
5.1 (Gene Code Corporation). O programa BLAST (ALTSCHUL et al., 1990) foi usado
para comparar as sequéncias de cada isolado com aquelas encontradas em bancos de
dados publicos, que foram incluidas nas analises para fins de comparag¢do. O programa
MEGA 5 (TAMURA et al., 2011), foi usado para alinhar as sequéncias e para gerar as
arvores filogenéticas. O método Neighbor-Joining (NJ) com analises de bootstrap com
1.000 e o modelo evolutivo Kimura 2-parametros foram usados na construcdo dos

dendogramas.
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RESULTADOS

Amostragem, caracterizacdo morfoldégica e molecular

Foram obtidos 41 isolados de Colletotrichum em associacdo com 21 diferentes
géneros de orquideas. Desses, 23 foram isolados de amostras do municipio de Lencois
(Chapada Diamantina), 17 de um orquidario comercial em Camacari, € 1 do municipio de
Cruz das Almas, todos localizados no Estado da Bahia (Tabela 1).

Na caracterizacdo morfoldgica, a coloracdo cinza foi predominante nas colénias
com variacdes entre cinza clara a escura. No meio de cultura BDA foi possivel observar
sete variagdes de cinza. Da mesma forma, em CDA, as mesmas cores foram observadas,
com mais uma variacao, cinza esverdeada (Figura 1). Nao houve correspondéncia entre
as cores observadas para parte dos isolados nos dois meios de cultura (Tabelal). Dos 41
isolados estudados, 22 apresentaram a mesma cor nos dois meios, enquanto que, nos
outros 19 nao houve correspondéncia.

Os conidios de todos os isolados apresentaram-se hialinos, unicelulares,
cilindricos ou retos com o comprimento variando de 7,5 a 27,5 e largura de 2,0 a 6,2 um.
A taxa de crescimento em meio BDA variou de 9,2 a 15,7mm/dia e em CDA de 9,3 a 13,5
mm/dia (Tabela 1).

A anadlise da diversidade por meio dos marcadores BOX e REP, resultou
respectivamente em 31 e 37 bandas. A analise conjunta desses marcadores gerou um
dendrograma com 11 grupos. A similaridade entre esses grupos variou de 0 a 0,41%, no
entanto, os isolados dentro de um determinado grupo apresentaram 100% de similaridade
(Figura 2). Foi comum a ocorréncia de isolados do mesmo grupo BOX/REP em diversos
géneros de orquideas, assim como isolados de diferentes grupos no mesmo género. Por
exemplo, os 11 isolados do grupo 1 foram patogénicos a oito géneros de hospedeiras,
enquanto que os isolados 8 e 49, pertencentes aos grupos 1 e 4 respectivamente, foram
patogénicos a mesma espécie, Cyrtopodium gigas (Figura 2).

Alguns dos grupos BOX/REP foram compostos por isolados obtidos em apenas um
local de coleta, enquanto que outros grupos apresentam isolados coletados em diferentes
locais. Por exemplo, os isolados dos grupos 1 e 2 foram obtidos exclusivamente de
Lencdis (Chapada Diamantina) e os isolados dos grupos 5 e 6 de Camacari (orquidario

comercial). Por outro lado, os isolados do grupo 4 foram encontrados em Lencgois e em



Tabela 1. Hospedeiras, local de origem e caracteristicas morfologicas dos isolados de Colletotrichum spp.
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Conidios (um) Coloracao da coldnia Taxa de cresc.”  (mm/dia)

Is." Hospedeiras Nativa /cultivada Local de origem ' Com.”  Largura BDA CDA BDA CDA

1 Oncidium sp. Cultivada Camacari 12,5-25 2,5-5,0 Cinza Cinza 152+ 3,4 135+1,4
2 Sobralia liliastrum Nativa Lencois 10-17,5 5,0-5,0 Cinza clara Cinza clara/ massa conidial laranja 11,0 + 1,5 10,6 +1,9
3 Brassia sp. Cultivada Camacari 10-17,5 2,5-5,0 Cinza Cinza esverdeada 15,3+1,7 12,3+0,9
4 Bulbophyllum ipanemense Nativa Lencois 7,5-125 2,5-2,5 Cinzaclara Cinza clara 138+1,7 10,£0,9

5  Zygopetalum sp. Nativa Lencois 10-15 2,5-5,0 Cinza clara Cinza clara 13,6 £1,5 10,8+ 1,4
6 Cattleya sp. Cultivada Cruz das Almas 10-27,5 3,8-5,0 Cinza Cinza escura 14,8+ 3,4 11,8+1,4
7  Zygopetalum sp. Nativa Lencois 7,5-12,5 2,5-2,5 Cinzaclara Cinza clara 149+15 10,7+1,3
8 Cyrtopodium gigas Nativa Lencois 7,5-20 2,5-2,5 Cinzaclara Cinza clara 135+1,8 115+1,9
9  Cyrtopodium sp. Cultivada Camacari 10-20 2,5-5,0 Cinza Cinza 13,3+3,6 10,7+2,4
10 Brassia sp. Cultivada Camagari 10-27,5 2,5-5,0 Cinzaclara Cinza esverdeada 149+ 3,0 11,0+15
11 Arundina sp. Cultivada Lencois 7,5-15 2,5-2,5 Cinzal centro claro Cinza clara 12,6 +1,0 11,6 +0,4
12 Paradisanthus sp. Nativa Lencgdis 75-125 2,5-25 Cinza Cinza 13,2+1,2 13,1+1,7
13 Dendrobium palpebrae Cultivada Camacari 10-22,5 3,8-5,0 Cinza escuro Cinza esverdeada 149+4,6 109+1,2
16 Oncidium barbatum Cultivada Lencgois 7,5-20 2,5-2,5 Cinza Cinza 149+1,1 11,1+ 0,7
17 Brassia sp. Cultivada Camacari 10-20 2,5-5,0 Cinza Cinza 129+1,6 12,1+0,8
18 Maxillaria sp. Nativa Lencois 8,8-17,5 2,5-3,8 Cinza Cinza 15,2+1,9 12,4+ 1,7
20 Bulbophyllum sp. Cultivada Camacari 10-15 2,5-5,0 Cinza Cinza 14,4 + 3,7 125+1,0
21 Cattleya elongata Cultivada Lencgois 10-17,5 2,5-5,0 Cinza clara/ centro escuro Cinza 128+1,2 13,1+1,7
22 Bifrenaria sp. Nativa Lencois 7,5-15 3,8-6,2 Cinza clara Cinza clara 99+21 11,2+0,5
23 Maxillaria marginata Cultivada Lencois 75-175 25-2,5 Cinza Cinza 138+1,3 10,6 +1,3
24 Stelis sp. Nativa Lengéis 10-15 2,5-3,8 Cinza clara/ massa conidial laranja Cinza escura 13,9+2,2 12,0+ 1,4
25 Stelis sp. Nativa Lencois 7,5-15 2,5-2,5 Cinzal centro claro Cinzal centro claro 14,1+ 2,0 11,1+0,9
26 Paphiopedilum sp. Cultivada Lencois 10-17,5 2,5-2,5 Cinza Cinza 143+1,2 10,3+2,4
27 Arundina sp. Cultivada Lencgois 75-125 2,5-2,5 Cinzaclara Cinza clara 92+14 94+22
28 Maxillaria marginata Cultivada Lencois 10-15 2,5-3,8 Cinzaclara Cinza clara/ centro escuro 13,3+1,8 10,6 + 0,3
29 Denfal sp. Cultivada Lencgois 75-12,5 2,5-2,5 Cinzaclara Cinza 13,0+ 0,8 10,7 + 3,0
30 Stelis sp. Nativa Lengéis 7,5-12,5 2,5-2,5 Cinzaclara Cinza clara 14,2 +1,3 11,4 +0,7
31 Stelis sp. Nativa Lencois 7,5-17,5 2,5-2,5 Cinza/ centro claro Cinza 15,0+1,5 10,2+1,5
34 Miltonia sp. Nativa Lengéis 7,5-15 2,5-2,5 Cinzaclara Cinza clara 13,5+1,6 12,2+1,3
37 Bulbophyllum sp. Cultivada Camagari 9-13 2,0-4,0 Cinza Cinza 14,7 +1,7 12,5+0,8
38 Brassia sp. Cultivada Camacari 10-15 2,5-5,0 Cinza Cinza 149+29 12,0+ 2,1
39 Brassia sp. Cultivada Camacgari 10-17,5 3,7-5,0 Cinza Cinza 143+1,8 10,7 +£1,2
40 Dendrobium forbesii Cultivada Camagari 10-15 2,5-5,0 Cinza clara/ massa conidial laranja Cinza clara 15,4+ 0,9 119+1,4
41 Oncidium sp. Cultivada Camacari 12,5-25 2,5-5,0 Cinza Cinza esverdeada 16,4+1,4 12,2+20
45 Denfal sp. Cultivada Camacgari 10-15 2,5-5,0 Cinza clara/ centro escuro Cinzal centro claro 125+1,.2 11,4 +0,7
46 Epidendrum sp. Cultivada Camacgari 10-15 2,5-5,0 Cinzaclara Cinza clara 125+1,4 11,0+0,8
47 Bulbophyllum sp. Cultivada Camacgari 10-20 2,5-5,0 Cinza Cinza 14,7+ 25 11,7+1,8
48 Spatoglossum sp. Nativa Camagari 12,5-35 2,5-5,0 Cinza Cinza esverdeada 157+1,4 13,3+ 3,2
49 Cyrtopodium gigas Nativa Lencois 7,5-12,5 3,8-5,0 Cinza escura/ massa conidial laranjc Cinza 13,2+ 3,8 11,3+0,8
50 Vanda sp. Cultivada Camacgari 10-17,5 2,5-5,0 Cinza Cinza esverdeada 15,3+ 2,5 11,0+ 1,8
51 Maxillaria sp. Nativa Lencois 10-25 2,5-5,0 Cinza claro Cinza 144 +24 9,3+2,1

+++

Is.” - Isolado; Com.™ - Comprimento. Cresc.”** - Crescimento
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Y -, -

Figura 1. A-H. Colénias com variacGes entre cinza clara a escura em meio de cultura
BDA e CDA. A. Cinza. B. Cinza clara.C. Cinza com o centro claro. D. Cinza com o centro
escuro. E. Cinza escura. F. Cinza escura com massa conidial laranja. G. Cinza clara com
massa conidial laranja. H. Cinza esverdeada.

Camacari (Figura 2). Nao houve correspondéncia entre isolados obtidos de
orquideas classificadas como nativas ou cultivadas e o agrupamento BOX/REP
(Tabela 1, Figura 2).

A PCR com primers especificos para C. acutatum ndo amplificou o DNA de
nenhum dos isolados estudados. De modo contrario, o par de primers especifico
para C. gloeosporioides foi positivo para 24 isolados. No entanto, esses isolados
apresentaram-se distribuidos ao acaso nos grupos BOX/REP (Figura 2). Os 17
isolados que ndo apresentaram amplificacdo do DNA com os primers especificos
para C. gloeosporioides exibiram um fragmento de aproximadamente 600 pb quando
submetidos a PCR com primers universais (ITS1/ITS4), demonstrando que o DNA

encontrava-se em boas condic¢des (Figura 3).



4 B.ipanemense * [1]
5 Zygopetalum sp. * [*]
7 Zygopetalum sp. * [-]
8 C.gigas * [+]
16 O. barbatum * [-] G1
23 M. marginata % [+]
25 Stelis sp. * [+]
30 Stelis sp. * [+]
31 Stelis sp. * [-]
34 Miltonia sp. *[-]
51 Maxillaria sp. *[*]
11 Arundina sp.*[-]
12 Paradisanthus sp.*[-]
27 Arundina sp.x [-] G2
28 M. marginata x[+]
29 Denfal sp. * [*] -t
26 Paphiopedilum sp*[+]_| G3
20 Bulbophyllum sp. #[+]" |
9 Cyrtopodium sp. # [+]
21 C. elongata *[+]
37 Bulbophyllum sp. # [+] | G4
46 Epidendum sp. #[+]
47 Bulbophyllum sp. # [+]
49 C. gigas* [+] -
I38 Brassia sp. # [+] ]G5
40 D. forbesii # [+
145 Denfal sp. # [[l] .—.] G6
2 8. liliastrum *['[] ] g gg
I 18 Maxillaria sp. * [+

24 Stelis sp. *f'] JG9
1 Oncidium sp. #[-]
| 3 Brassiasp. #[-]
6 Cattleya sp.t[-]
10 Brassia sp. #[+]
13 D. palpebrae #[-]
17 Brassia sp.#[-] G10
39 Brassia sp. #[+]
41 Oncidium sp. # [+]
48 Spatoglossum sp. #[+]
50 Vanda sp. #[-] _

22 Bifrenaria sp. * [-] G111

Figura 2. Dendrograma dos isolados de Colletotrichum spp. de
orquideas por meio da analise dos elementos BOX e REP -
PCR. O agrupamento foi feito pelo método UPGMA e com o
coeficiente de Jaccard. Locais de coleta: * - Lencoéis (Chapada
Diamantina); # - Camacari (orquidario comercial); T - Cruz das
Almas. Simbolos + ou — entre colchetes indicam amplificacao
positiva e negativa respectivamente por PCR utilizando primers
especificos para a espécie C. gloeosporioides. Os grupos de
isolados definidos com base em 100% de similaridade séo
indicados na frente dos colchetes que os delimitam.

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR de 17
isolados de Collettotrichum com o uso dos primers ITS1/ITS4. M:
marcador molecular ladder 100pb. 1 a 51: DNA dos isolados. C: controle.
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Andélise de sequéncias das regides B-tubulina e fator de elongacéo

Um total de 26 isolados representando todos os grupos BOX/REP foram
selecionados e tiveram fragmentos dos genes B-tubulina e fator de transcricéo
e elongacdo da RNA polimerase (EFl-a) sequenciados. Uma arvore
filogenética foi gerada para cada fragmento dos genes citados anteriormente.
Em Ambas, observou-se a formacdo de quatro grandes grupos do género
Colletotrichum de acordo com as sequéncias dos bancos de dados publicos.

Esses agrupamentos apresentaram-se geralmente bem suportados pela
andlise de boostrap e englobaram todos os grupos BOX/REP (Figuras 4 e 5).
No entanto, ndo houve uma boa correspondéncia entre os grupos BOX/REP e
os formados pela analise filogenética (Figuras 2, 4 e 5).

As arvores apresentaram basicamente 0s mesmos grupos de
Colletotrichum, no entanto, existiram algumas diferencas: 1) Os grupos 6 e 9
foram classificados como C. orchidearum com base em sequéncias de EF1-q,
e como C. gloeosporioides e C. boninense respectivamente, de acordo com [3-
tubulina; 2) O isolado 16 foi classificado como C. orchidearum de acordo com
B-tubulina e como C. orchidophilum/C. panacicola? segundo sequéncias de
EF1l-a.
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Grupo
C. gloeosporioides

Grupo
C. orchidearum

Grupo
C. orchidophilum

Grupo
C. boninense

Figura 4. Arvore filogenética gerada a partir de 359 nucleotideos alinhados de
sequéncias de um fragmento do gene B-tubulina. O agrupamento foi gerado com o
método Neighbor-joining e modelo Kimura 2 parametros. Os valores de bootstrap (1000
repeticbes) acima de 70% s@o mostrados nos ramos correspondentes. O numero de
Isolados com sequéncias idénticas em cada ramo € indicado entre parénteses. Os
grupos BOX/REP sé&o apresentados na frente dos colchetes e iniciam com a letra G. As
barras verticais indicam isolados que pertencem aos grupos de Colletotrichum definidos

nos bancos de dados.



36

10— 2167
89 — GU935842.1C. boninense Grupo
- 22] G11 C. boninense

99 |'GU994306.1 C. boninense
GU935828.1 C. panacicola

26] G3 Grupo
94 | 27]G2
98 k=5 (+7) ]G1

96 C. panacicola

24] G9
GU935846.1 Colletotrichum sp. &
rupo
100 —3(+3) ] G10 Colletotrichum sp.
sol——145] Ge
100I46 (+2) | 4
GU994289.1 C. ignotum
84 |HQ022699.1 C. gloeosporioides
100 4|99 I'GU935840.1 C. gloeosporioides
Isolado 49 &zl Grupo .
1 8] Gs . gloeosporioides
HQ022724.1 C. gloeosporioides
-~ 38] G5

100 =HQ022722.1 C. gloeosporioides

0.1

Figura 5. Arvore filogenética gerada a partir de 220 nucleotideos alinhados de
sequéncias de um fragmento do gene EF1 - a. O agrupamento foi gerado com o
método Neighbor-joining e modelo Kimura 2 parametros. Os valores de bootstrap
(1000 repeticbes) acima de 70% sdo mostrados nos ramos correspondentes. O
namero de Isolados com sequéncias idénticas em cada ramo € indicado entre
parénteses. Os grupos BOX/REP séo apresentados na frente dos colchetes e
iniciam com a letra G. As barras verticais indicam isolados que pertencem aos

grupos de Colletotrichum definidos nos bancos de dados.
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DISCUSSAO

Nesse trabalho, um estudo polifasico para identificacdo de 41 isolados
de Colletotrichum obtidos de orquideas foi realizado. Analises moleculares
revelaram quatro grupos filogenéticos de Colletotrichum. Entretanto, esses
grupos filogenéticos nao foram correspondentes aos agrupamentos
encontrados nas analises morfolégicas e nas moleculares por BOX/REP.

O presente trabalho, assim como os apresentados por outros autores
(CAl et al., 2009; HYDE et al., 2009; DU et al., 2005; LIU et al., 2012; MEHTA &
MEHTA, 2010) demonstram que apenas o0s dados morfoldégicos sao
insuficientes para serem usados como caracteres de valor taxondmico em
Colletotrichum spp. Essa dificuldade € decorrente de uma sobreposi¢cdo das
caracteristicas morfolégicas, ndo permitindo a definicdo de barreiras claras
para a delimitacdo de espécies. Dentre as razfes para a grande diversidade
observada dentro de certas espécies de Colletotrichum esta a capacidade que
essas possuem de realizar anastomose de tubos conidiais. Esse fenbmeno,
redescoberto ha alguns anos (ROCA et. al.,, 2004) pode ocorrer dentro da
mesma espécie e entre espécies diferentes, em condi¢cdes naturais ou artificiais
(ROCA et. al., 2003). Ainda n&do se sabe ao certo a extensdo das trocas de
materiais genéticos e nem como o processo influencia especiacdo no género.
No entanto, existem indicacdes de recombinagcdo entre espécies dentro de
certos grupos de Colletotrichum (ROCA et. al., 2004).

A taxonomia de Colletotrichum é complexa, apesar desse género de
fungos ser estudado ha muitos anos. No comeco a identificacdo era realizada
principalmente por meio de especificidade por plantas hospedeiras e analises
morfologicas, causando uma grande confusdo na taxonomia do género. Ao
longo dos anos correcdes taxondmicas foram realizadas, no entanto, um
melhor entendimento sobre a identificacdo principalmente em nivel de espécie
ocorreu no final do século XX (1990). Nesse periodo aconteceu o primeiro
workshop internacional sobre Colletotrichum com a presenca de varios
taxonomistas que trabalhavam com biologia molecular. Diversas publicagoes
sobre taxonomia molecular de Colletotrichum surgiram, e no século XXI
comecaram a ser mais exploradas (CANNON et al., 2012).

Estudos moleculares no género Colletotrichum por meio de analises de
DNA demonstram maior confiabilidade na delimitagdo de espécies, mas

mesmo com 0 uso desses caracteres, dificuldades tem sido encontradas dentro
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de certos complexos de espécies, como por exemplo C. gloeosporioides, C.
acutatum e C. boninense (DAMM et al., 2012a; DAMM et al., 2012b; WEIR,
2012). Analises filogenéticas multilocus com uso de regifes informativas e
isentas de recombinacdo deverdo ser definidas para a definicdo de espécies
desse género.

Marcadores moleculares como RAPD, AFLP e RFLP foram muito
usados para estudos de diversidade em Colletotrichum (ALMEIDA & COELHO,
2007; BENTES & COSTA, 2011; RIBEIRO et al., 2009), porém, esses
marcadores, por ndo refletirem a filogenia das espécies, ndo devem ser
utilizados em estudos taxondmicos. De fato, os marcadores BOX e REP, aqui
utilizados nao corresponderam aos grupos filogenéticos encontrados com a
analise de sequéncias dos genes B-tubulina e EF1-a. Os marcadores BOX e
REP foram inicialmente desenvolvidos para bactérias, no entanto, foram
utilizados com sucesso para o estudo da diversidade de muitos géneros de
fungos, inclusive de Colletotrichum (MAHUKU & RIASCOS, 2004; REDONDO
et al., 2009; MEHTA & MEHTA, 2010; SUZUKI et al., 2010).

Alguns primers especificos foram desenvolvidos para a identificacdo de
espécies de Colletotrichum, mas incongruéncias foram observadas por alguns
autores (ALMEIDA & COELHO, 2007; ANDRADE et al., 2007). No presente
trabalho também foi observado que um par de primers especifico para C.
gloeosporioides mostrou-se pouco Util, pois apresentou resultados erraticos,
algumas vezes amplificando isolados pertencentes a outros grupos
filogenéticos.

Todos os grupos filogenéticos determinados nas andlises de sequéncias
de fragmentos dos genes B-tubulina e EF1-a nesse trabalho foram encontrados
anteriormente em associacdo com orquideas. Os grupos C. boninense, C.
gloeosporioides e C. orchidearum foram encontrados na China (YANG et al.,
2011) e o grupo C. orchidophilum no Havaii (DAMM et al.,, 2012a). A
especificidade por plantas hospedeiras foi um critério utilizado anteriormente
para a delimitacdo de espécies (CANNON et al., 2012). Porém, diversos
estudos demonstram que grupos como C. gloeosporioides e C. boninense
podem ser patogénicos a uma ampla gama de plantas hospedeiras (KAFURI,
2003; DAMM et al., 2012b; WEIR et al.,2012). Por outro lado, alguns grupos,
como C. orchidearum e C. orchidophilum parecem ter uma gama de
hospedeiras ampla, mas limitada a familia Orchidaceae (YANG et al., 2011;
DAMM et al., 2012a).
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Os grupos filogenéticos foram definidos com valores significativos de
bootstrap no presente trabalho, mas mesmo assim reconhecemos que a
analise apresenta limitagbes quanto ao numero de caracteres analisados.
Possivelmente essa tenha sido a razéo para que alguns dos grupos mudaram
de posi¢do, como por exemplo, 0 9 e o 6, quando os dendrogramas s&o
comparados.

Amostragens incompletas e erros de nomenclatura nos bancos de dados
sdo entraves para o estabelecimento de uma sistematica confiavel para o
género Colletotrichum. Segundo Cai et al., (2009) que realizou um estudo com
343 sequéncias da regidao ITS de C. gloeosporioides em banco de dados
publicos, observou que mais de 80% estdo nomeadas incorretamente. Além
disso, assim como ocorre para certos microrganismos recombinogénicos
(HANAGE et al., 2005), um continuum entre isolados de espécies relacionadas
também pode ocorrer para Colletotrichum de certos grupos filogenéticos,
dificultando a delimitacdo de espécies dentro desses complexos. Nesses
casos, talvez a Unica solucdo viavel seja aceitar que existe uma maior
diversidade dentro desses grupos, devendo os mesmos serem classificados na
mesma espécie.

Em resumo, nesse trabalho, isolados de Colletotrichum patogénicos a
orquideas foram classificados dentro dos grupos filogenéticos C.
gloeosporioides e C. boninense, C. orchidearum e C. orchidophilum, que néo
corresponderam as analises morfoldgicas e com marcadores BOX e REP.
Outros loci devem ser sequenciados para complementar a analise filogenética

agui apresentada.
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CONSIDERACOES FINAIS

Em coletas realizadas foram encontradas ferrugens em mais duas
espécies de orquideas, Oeceoclades macula e Polystachya concreta. No
entanto, apenas a fase uredinial das ferrugens foi observada, o que
impossibilitou a identificacdo da espécie com precisdo. Coletas futuras para

encontrar a fase telial e identificar as espécies serdo realizadas.

Novos loci serdo sequenciados para complementar a andlise filogenética
dos isolados de Colletotrichum, e um estudo mais completo por meio da

concatenacao dos fragmentos dos genes sera realizado.

Este estudo constitui um passo inicial para a identificacdo precisa ao
nivel de espécie dos 41 isolados de Colletotrichum patogénicos em plantas

nativas e comerciais de orquideas.
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