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RESUMO GERAL

FERNANDES, Rildo  Alexandre. Caracterizacdo  morfo-molecular  de
Gliocephalotrichum em diferentes hospedeiros. 2018. 48p. Dissertacdo (Mestrado em
Fitopatologia) — Universidade de Brasilia, Brasilia, DF.

Gliocephalotrichum pertence a familia Nectriaceae, pertence ao grupo dos Calonectria -like
por possuir similaridades morfoldgicas, ecoldgicas e epidemioldgicas ao género
Calonectria dificultando a precisa identificacdo. Até 0 momento 0 género
Gliocephalotrichum permanece pouco estudado. Embora esse género seja responsavel por
causar podriddo pos-colheita em diversos frutos, poucas espéecies fungicas foram
completamente caracterizadas. Trabalhos recentes revelaram novas espécies e novos relatos
desses fitopatdgenos em diversos paises. No Brasil, 0 estudo sobre esse fungo é restrito a
cinco espécimes encontrados em dois Estados da Federacdo. Portanto, neste contexto o
objetivo desse estudo € caracterizar morfo-molecularmente as espécies de
Gliocephalotrichum associadas a diferentes hospedeiros. Foram obtidos 54 isolados de
Gliocephalotrichum a partir de frutos sintométicos de Caryocar brasiliense (pequi),
Cyrtostachys renda (palmeira vermelha), Dypsis madagascariensis (palmeira locuba),
Garcinia mangostana (mangostin), Spondias mombin (cajazinho), Spondias purpurea
(seriguela), Syagrus romanzoffiana (gueroba), Syzygium cumini (jameldo), e Syzygium
jambos (jambo amarelo), nos Estados Goias, Minas Gerais, Piaui, Tocantins e no Distrito
Federal. Culturas monohifais foram utilizadas para a extracdo do DNA genémico e
amplificacdo da regido fator de elongacdo para todos os isolados. Analises filogenéticas por
Inferéncia Bayesiana dos 54 isolados revelaram seis clados distintos. Para a identificacdo
precisa, isolados representativos de cada clado, hospedeiro e localidade foram selecionados
para a caracterizacdo morfolégica e o sequenciamento adicional das regides ITS (Ineternal
Transcription Spacer), Histona e B-tubulina. A combinacdo da analise multigénica com
comparac6es morfoldgicas revela a existéncia de trés potenciais novas espécies associadas
ao cajazinho, gueroba, pequi, seriguela, mangostin e palmeira locuba, que seréo propostas
seguindo as normas do Cadigo Internacional de Nomenclatura para Algas, Fungos e Plantas.
Gliocephalotrichum longibrachium foi encontrado pela primeira vez no pais e em
associacdo com pequi. Adicionalmente, G. bulbilium e G. simplex, anteriormente relatadas
no Brasil a partir de amostras de solo, foram relatadas pela primeira vez em associagdo com
jambo amarelo, jameldo, palmeira locuba, palmeira vermelha e seriguela. Comprova-se
nesse estudo que espécimes representativos das seis espécies identificadas sdo capazes de
causar podriddo em frutos de pequi e seriguela. Esse € o primeiro trabalho abrangente sobre
Gliocephalotrichum no Brasil. Estudos complementares s&o necessarios para (i) coletar um
nimero maior de isolados, (ii) examinar os espécimes por caracteres morfoldgicos e
moleculares, (iii) descrever os espéecimes considerados como novos, e (iv) relatar as novas
ocorréncias para o0 hospedeiro/substrato ou o0 novo registro de distribuicdo geogréfica.

Palavras-chave: Filogenia molecular, fungos, Leuconectria, Nectriaceae, podridao de
frutos.

Orientador- Dr. Danilo Batista Pinho- Universidade de Brasilia



GENERAL ABSTRACT

FERNANDES, Rildo Alexandre. = Morpho-molecular  characterization  of
Gliocephalotrichum in different host 2018. 48p. Dissertation (Master in Plant Pathology)
— Universidade de Brasilia, Brasilia, DF.

Gliocephalotrichum belongs to the family Nectriaceae, belongs to the group of Calonectria-
like for it possesses morphological, ecological and epidemiological similarities to the genus
Calonectria, hindering the precise identification of this genus. So far the genus
Gliocephalotrichum remains little studied. Although this genus is responsible for causing
post-harvest rot in several fruits, few fungal species have been completely characterized.
Recent works have revealed new species and new reports of these phytopathogens in several
countries. In Brazil, the study on this fungus is restricted to five specimens found in two
States of the Federation. Therefore, in this context, the objective of this study is to
characterize morpho-molecularly Gliocephalotrichum species associated with different
hosts. A total of 54 isolates of Gliocephalotrichum were obtained from symptomatic fruits
of Caryocar brasiliense (pequi), Cyrtostachys renda (red palm), Dypsis madagascariensis
(palm of locuba), Garcinia mangostana (mangostin), Spondias mombin (Cajazinho),
Spondias purpurea (seriguela), Syagrus romanzoffiana (gueroba), Syzygium cumini
(jameldo), and Syzygium jambos (yellow jambo), in the States of Goiés, Minas Gerais, Piaui,
Tocantins and in the Distrito Federal. Monophalic cultures were used for genomic DNA
extraction and amplification of the elongation factor region for all isolates. Phylogenetic
analysis by Bayesian Inference of 54 isolates revealed six distinct clades. For the precise
identification, representative isolates of each clade, host, and locality were selected for the
morphological characterization and the additional sequencing of the ITS (Internal
Transcription Spacer), histone and B-tubulin regions. The combination of multigenic
analysis with morphological comparisons reveals the existence of three potentially new
species associated with cajazinho, gueroba, pequi, seriguela, mangostin and palm locuba,
which will be proposed following the International Code of Nomenclature for Algae, Fungi
and Plants. Gliocephalotrichum longibrachium was first found in the country and in
association with pequi. In addition, G. bulbilium and G. simplex, previously reported in
Brazil from soil samples, were first reported in association with yellow jambo, jamel&o,
palm of locuba, red palm and seriguela. It is verified in this study that representative
specimens of the six species identified are capable of causing rot in small and seriguela
fruits. This is the first comprehensive work on Gliocephalotrichum in Brazil. Further studies
are needed to (i) collect a larger number of isolates, (ii) examine specimens by
morphological and molecular characters, (iii) describe specimens considered novel, and (iv)
report as new occurrences for the host/substrate or the new geographical distribution record.

Keywords: Cerrado, Molecular phylogeny, fungi, Leuconectria, Nectriaceae, fruit rot,
postharvest rot.

Guidance Committee- Dr. Danilo Batista Pinho- Universidade de Brasilia (Advisor).



INTRODUCAO

A familia Nectriaceae (Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Pezizomycotina,;
Sordariomycetes; Hypocreomycetidae; Hypocreales) compreende aproximadamente 900
espécies pertencentes a 55 géneros fangicos (LOMBARD et al., 2014). A maioria dos
representantes dessa familia sobrevive de forma saprofitica no solo ou como parasitas
facultativos de espécies vegetais (ROSSMAN, et al., 1999). Devido a importancia agricola,
médica e biotecnoldgica, alguns géneros sdo amplamente estudados no Brasil e no mundo
(LOMBARD, et al., 2014).

O género Calonectria destaca-se entre os representantes da familia Nectriaceae por
ocasionar podriddes de raizes, tombamentos de pré e pds emergéncia, manchas foliares, seca
de ponteiros e podriddes pds-colheita em varias espécies vegetais. Recentemente, esse
género foi amplamente caracterizado no Brasil utilizando uma abordagem polifasica para a
identificacdo de isolados obtidos de varios hospedeiros/substratos (ALFENAS et al., 2015).

Embora outros géneros morfologicamente e ecologicamente similares a Calonectria
também ocasionem doencas em diferentes tecidos de varias hospedeiras, estudos
abrangentes utilizando uma abordagem polifasica ainda s&o escassos.

O género Gliocephalotrichum pertence ao grupo de fungos morfologicamente e
ecologicamente similares a Calonectria spp. (Calonectria-like) e foi considerado por muitos
anos, um habitante exclusivo do solo (LOMBARD et al., 2014). Embora o género tenha
sido descrito em 1962, somente ap6s quatro décadas foram descobertas espécies capazes de
induzir podriddes pos-colheita em frutos (ELLIS e HESSELTINE, 1962; NISHIJIMA e
FOLLETT, 2002; CONSTANTELO et al., 2011).

Apesar do crescente registro de espécimes associados com doencas de plantas, o
numero de espécies de Gliocephalotrichum caracterizadas ainda é baixo. Atualmente, 13

especies de Gliocephalotrichum sdo aceitas, sendo que duas delas também possuem a



descricdo da forma sexual, anteriormente denominada Leuconectria (KIRK et al., 2008;
ROSSMAN et al., 1999). Além disso, informac6es sobre a distribuicdo geogréfica, gama de
hospedeiros, biologia e interacdo com o hospedeiro ainda sao restritas ou limitadas.

Gliocephalotrichum bulbilium J.J. Ellis & Hesselt. foi proposta como a espécie tipo
do género, enquanto que a verificacdo dos isolados de Cylindrocladium simplex e var.
microclamydosporum resultou na recombinacdo para G. simplex (Meyer) Willey &
Simmons e G. microclamydosporum (J. Meyer) Willey & Simmons, respectivamente e na
proposicdo de uma nova espécie nomeada de G. cylindrosporum Willey & Simmons
(WILEY e SIMMONS, 1971; ELLIS e HESSELTINE, 1962). As espécies G. humicola
Lombard, Cheew. & Crous, G. mexicanum Lombard, Serrato-Diaz, French-Monar & Crous,
G. nephelii Lombard, Serrato-Diaz, French-Monar & Crous, G. queenslandicum Lombard
& Crous e G. simmonsii Lombard, Serrato-Diaz, French-Monar & Crous foram
identificadas em amostras de solo e frutos de rambutan (Nephelium lappaceum) coletadas
em diferentes paises (LOMBARD et al., 2014). As espécies G. bacillisporum Decock &
Huret, G. longibrachium Decock & Charue, e G. ohiense L.H. Huang & J.A. Schmit foram
baseadas em caracteristicas morfologicas da fase assexual enquanto que G. grandis Nong
& W.Y. Zhuang foi descrito na forma sexual e assexual (HUANG e SCHMITT, 1973;
DECOCK et al., 2006; ZHUANG et al., 2007).

Espécimes de G. bulbilium e G. simplex foram encontrados nos Brasil, Estados
Unidos, Guatemala, Guiana Francesa, Indonésia, México, Republica Central Africana e
Tailandia, enquanto outras espécies possuem distribuicdo geogréfica restrita.
Gliocephalotrichum cylindrosporum, G. grandis, G. humicola, e G. longibrachium foram
descobertas somente na Tailandia, China, Taiwan e Guiana Francesa, respectivamente,
enquanto que G. simmonsii e G. nephilii foram relatadass na Guatemala (DECOCK et al.,

2006; LOMBARD et al., 2014).



No Brasil ainda ndo existe um estudo abrangente sobre o género
Gliocephalotrichum. Um unico isolado de G. bacillisporum foi relatado em uma raiz de
planta no Para enquanto que o isolado de G. bulbilium foi encontrado em uma amostra de
solo no mesmo Estado. Os trés isolados de G. simplex foram obtidos de amostras de solo ou
raiz nos estados da Bahia e Para (LOMBARD et al., 2014).

A incorporacdo de dados moleculares tem revelado a existéncia de espécies cripticas
(morfologicamente semelhantes, porem geneticamente distintas) na maioria dos géneros
fangicos, incluindo espécies relacionadas ao género Calonectria (LOMBARD et al., 2016).
Essas informacgdes demonstram a necessidade de estudos abrangentes sobre esse género no
Brasil e no mundo, utilizando uma abordagem polifasica para ampliar o conhecimento sobre
a distribuicdo geogréafica, diversidade genética das espécies e nichos ecoldgicos desse fungo.

Devido a importancia da caracterizacdo morfoldgica e molecular para a identificacédo
precisa de fungos e a auséncia de estudos abrangentes sobre Gliocephalotrichum, o objetivo
desse trabalho foi caracterizar morfo-molecularmente os espécimes de Gliocephalotrichum

associados a diferentes hospedeiros no Brasil.



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Gliocephalotrichum spp.

O género Gliocephalotrichum (Hypocreales, Nectriaceae) foi proposto em 1962 a
partir de uma investigacdo de amostras de solo feita por Ellis e Hesseltine (1962). Ao
observar a morfologia dos isolados, os autores concluiram que se tratavam de um novo
género. Gliocephalotrichum bulbilium (Figura 1) foi proposto como a espécie tipo desse
novo género por possuir habito saprdfita, rapido crescimento; conidiéforos com coloragédo
marrom-clara, livres, septados, poliverticilados com formacédo de ramificacfes primarias,
secundarias e terciarias, fialides formadas nas extremidades das ramificac@es; conidioforos

com extensdes estéreis emergindo abaixo das primeiras ramificaces peniciladas; conidios

Figura 1. Gliocephalotrichum bulbilium, Conidiéforos (A-C); apice da ramificacdo da estipe
(D-H); ramificacgdes do conidioforo (1-J); agregado bulbiloide de clamidosporos (K) e
conidios (L). : B =50um; C=20 um; D-L=10 um (Fonte: LOMBARD et al. 2014).



oblongos a elipsoidais, hialinos, formados sucessivamente em uma massa mucilaginosa
(ELLIS e HESSELTINE, 1962).

Ellis e Hesseltine (1962) relatam que o micelio de espécies de Gliocephalotrichum
exalava um odor caracteristico de macéa até 22 dias de cultivo e posteriormente observam-
se granulos nas colonias devido a formacdo de clamiddsporos. Quanto a formacéo dos
conidioforos, os autores observaram que uma hifa, quando imersa no meio de cultivo,
produzia uma haste ereta ndo ramificada a qual posteriormente era formado um septo.
Abaixo do septo inicia-se a formacao dos novos ramos, 0s quais formam uma nova septacédo

apos o seu desenvolvimento (Figura 2 - C). A partir do septo apical dos ramos primarios
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Figura 2. Ciclo de formacgdo de conidiéforos e clamidésporos. Em meio de cultura os
conidios se enlanguescem apos 2 horas (A), germinando e sofrem anastamose (B),
crescimento e septacdo de estipe dando inicio a formacdo dos primeiros ramos em
torno do septo priméario, com concomitante inicio de formacgdo de clamiddsporos
(C), formagdo de ramos secundarios (D), formacdo de fidlides (E), formacdo de
conidios nas fidlides (F) e conidioforo maduro apds 24 horas (G). (Adaptado de
ELLIS e HESSELTINE, 1962)
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inicia-se a formacdo dos ramos secundarios, os quais podem originar fialides ou ramos
terciarios (Figura 2 — D, E). Logo ap0s a formagéo dos ramos secundarios, ocorre um intenso
prolongamento das extensdes da estipe. Essas extensdes sdo formadas abaixo das
ramificacdes primarias (Figura 2 - G).

Os clamiddsporos sdo facilmente formados no miceélio, a partir de uma Unica célula
(solitarios) ou por um conjunto de células (agregados bulbiloides) composto de gutulacGes.
Os clamidosporos podem germinar em 24 horas enquanto os conidios germinam facilmente
em aproximadamente duas horas (Figura 2 - A). Ap0s quatro horas inicia-se a anastomose
de conidios (Figura 2 - B) e em 24 horas observam-se os conidiéforos e a formacgédo dos
clamiddsporos (ELLIS e HESSELTINE, 1962).

Apesar da a fase assexuada ser conhecida desde 1962, somente em 1993 foi proposto
0 género Leuconectria (espécie tipo L. clusiae) para representar a forma sexuada de espécies
do género Gliocephalotrihum. A proposicao realizada por Rossman e Samuels (1993) foi
baseada na morfologia das estruturas assexuadas produzidas apds o plaqueamento dos
ascosporos de L. clusiae, assim como o padrdo de crescimento e esporulacdo. Apesar da
conexdo fase sexual/assexual, o género Leuconectria foi suprimido e o nome
Gliocephalotrichum foi selecionado para representar a fase sexual e assexual, devido o
maior numero de espécies conhecidas e ser a fase mais frequente na natureza (ROSSMAN

et al. 2013).

1.2. Diversidade de espécies e distribui¢cdo geogréafica

Apesar dos estudos com o género Gliocephalotrichum terem mais de 50 anos, o
conhecimento sobre esse género ainda é limitado, onde apenas duas das 13 espécies
possuem a fase sexual conhecida (KIRK et al., 2008). A espécie mais conhecida é G.
bulbilium, com ocorréncia em oito paises, principalmente na América, Africa, Indonésia e

Tailandia (ELLIS e HESSELTINE, 1962). Gliocephalotrichum simplex € uma espécie ja foi
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descrita em sete paises. Essa espécie foi descrita em 1971 a partir da reavaliacao taxonémica
de Cylindrocladium simplex var. microclamydosporum (WILEY e SIMMONS, 1971). No
mesmo trabalho foram descritas, G. cylindrosporum e G. michochlamydosporum. Os
autores concluiram que Calonectria (=Cylindrocladium) possui  elongamento
mononematoso com uma ramificacdo de crescimento continua em uma seta longa e estéril
com extremidade dilatada (Figura 3 — B) enquanto Gliocephalotrichum possui estipe

terminal penicilada composta de métulas e fidlides (Figura 3 — A).

A - Gliocephalotrichum spp.

B - Calonectria spp.

i

Figura 3. Formacdo de conidi6foros de Gliocephalotrichum spp. e Calonectria spp.
mostrando formacéo de ramificacOes poliverticilada e formacao de ramificacdes da
estipe abaixo do primeiro septo da estipe (A). e ramificagdes dicotbmicas e
elongacdo da extensao da estipe (B).
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Em 1973 a partir de exploracdo da microfauna dos solos de Ohio nos Estados
Unidos, Huang e Schmitt (1973) descreveram a espécie G. ohiense. Até 0 momento esse €
0 Unico espécime encontrado no mundo. Trinta e trés anos depois dos estudos de Huang e
Schmitt (1973) iniciaram os estudos de morfologia integrada com dados moleculares para a
identificacdo das espécies. Nos estudos de Decock et al. (2006) analisando amostras
provenientes da Guiana Francesa, unindo analises da regido ITS (Internal Transcrption
Spacer), identificaram duas novas espécies (G. longibrachium e G. bacillisporum) e
confirmaram que o género formava um grupo monofilético dentro dos Hypocreales.

Recentemente seis espécies novas foram propostas apds identificar isolados
depositados em colecdes micoldgicas, obtidos a partir de amostras de solo da Tailandia e
frutos de rambutan provenientes do Guatemala, México e Porto Rico (LOMBARD et al.,
2014). Isso foi possivel devido ao aumento das regides génicas utilizadas para a
identificacdo das espécies e padronizacdo dos meios de cultivo para a descricdo dos
parametros morfologicos. Nesse mesmo trabalho foram incluidos espécimes provenientes
do Brasil pela primeira vez, os quais foram obtidos a partir de amostras de solo coletadas
nos estados da Bahia e Para nos anos de 1969, 1991, 1995 e 2011.

Embora poucas espécies descritas e poucos trabalhos, o género Gliocephalotrichum
encontra-se amplamente distribuido, com ocorréncia em quase todos os continentes, em uma
totalidade de 17 paises, com o continente Americano tendo o maior numero de relato de
espécies. Somente G. bacillisporum, G. bulbilium e G. simplex sdo relatadas no Brasil

(Figura 4).
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Figura 4. Distribuicdo geografica das espécies de Gliocephalotrichum, relatadas em quatro
continentes: Ameérica, Africa, Asia e Oceania.

1.3. Substratos e hospedeiros

A primeira espécie de Gliocephalotrichum foi descrita a partir de amostras de solo,
desde entdo, estas sdo classificadas como sapréfitas por serem comumente encontradas em
amostras de solos, plantas em decomposicdo, serrapilheira e frutas em apodrecimento
(LOMBARD et al., 2014). No entanto a partir de 2002 este género tem sido relacionado
como agentes causais de podriddes em diversos frutos no mundo (Tabela 1).

Nos ultimos anos, uma boa quantidade de trabalhos tem relacionando estes fungos
como causadores de podriddes em frutos. Nishijima, et al. (2002) relatam que a partir de
sintomas de podriddo e morte de ponteiros em Nephelium lappaceaum L., foi possivel isolar
as espécies de G. simplex e G. bulbilium (tambem isolada a partir de tecido vascular da
planta). A patogenicidade de isolados destas espécies foi posteriormente comprovada
através da complementacdo dos postulados de Koch.

Na Malasia G. bacillisporum foi relatado, causando podriddo de frutos em N.

lappaceum (INTAN SAKINA e LATIFFAH, 2013). Em Porto Rico tambem foram relatadas
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as espécies G. simplex e G. bulbilium causando podriddo em frutos na espécie N. lappaceum
(SERRATO-DIAZ, et al.,, 2012). Também foram relatadas como hospedeiras de G.
bacillisporum as espécies de Psidium gajava no Havai, Durio graveolens, D. kutejensis em
Brunei Darussalam, Terminalia chebula na india, Garcinia mangostana na Tailandia e
Vaccinium macrocarpon nos Estados Unidos (CONSTANTELOS,

et al., 2011;

SIVAPALAN, et al., 1998; SINGH, et al., 2012; SANGCHOTE e PONGPISUTTA, 1997).

Tabela 1. Relacdo de substratos/hospedeiros e localidades por espécie de
Gliocephalotrichum relatadas no mundo.
Espécies Substrat_o/ Local Referéncia
hospedeiro
G. bacillisporum Raiz de planta Brasil Lombard et al., 2014

N. lappaceum Malésia Sakinah e Latiffah, 2013
Republica Central
G. bulbilium Ar Africana Lombard et al., 2014
Flacourtia sp. Indonésia Lombard et al., 2014
Clusia sp. Porto Rico Lombard et al., 2014
Solo Brazil, Tailandia  Lombard et al., 2014
Nyssa sylvatica USA Lombard et al., 2014
Folha em liteira Guiana Francesa  Lombard et al., 2014
Porto Rico, Serrato-Diaz et al.,2012;
Nephelium lappaceum Meéxico, Havai Lombard et al., 2014
G. cylindrosporum Solo Tailandia Lombard et al., 2014
G. grande Folha em liteira China Lombard et al., 2014
G. humicola Solo Taiwan Lombard et al., 2014
G. longibrachium Folha em liteira Guiana Francesa ~ Lombard et al., 2014
G. mexicanum N. lappaceum México Lombard et al., 2014
G. microchlamydosporum Solo Zaire Lombard et al., 2014
- Zaire Lombard et al., 2014
- Africa do Sul Lombard et al., 2014
G. nephelii N. lappaceum Guatemala Lombard et al., 2014
G. ohiense Solo USA Lombard et al., 2014
Eleaeocarpus
G. queenslandicum angustifolius Australia Lombard et al., 2014
G. simmonsii N. lappaceum Guatemala Lombard et al., 2014
Africa do Sul e
G. simplex Solo Brasil Lombard et al., 2014
Musa sp. Nova Zelandia Lombard et al., 2014
Hawaii,
Guatemala,
Malésia e Porto Nishijima et al., 2002;
N. lappaceum Rico Serrato-Diaz et al.,2012

Folha em liteira

Raiz de planta

Guiana Francesa

Brasil

Lombard et al., 2014

Lombard et al., 2014
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Lombard et al. (2014), analisando isolados de Gliocephalotrichum spp. em N.
lappaceum, descreveram cinco novas espécies dentro do género. Destes novos relatos trés
deles foram encontrados em frutos sintomaticos no México e na Guatemala em frutos
sintomaticos importados dos Estados Unidos, indicando que estes fungos podem ser levados

em um pais para outro a partir do comercio de material vegetal contaminado.

1.4. Dificuldades de identificacdo de Gliocephalotrichum

Segundo Crous (2002) varios outros géneros pertencentes a familia Nectriaceae (0s
quais frequentemente compartilham nichos ecoldgicos similares) sdo, muitas vezes,
confundidos com a fase anamorfica de Calonectria spp. (= Cylindrocladium spp.). Um
exemplo citado por Crous (2002) se refere aos géneros como Cylindrocladiella,
Gliocladiopsis, Xenocylindrocladium e Curvicladium. Lombard et al. (2014) indicaram que
este quatro géneros sdo relativamente faceis de serem confundidos devido a similaridades
em seus aspectos morfologicos (Figura 5).

Cylindrocladiella corresponde a um género comumente confundido com
Calonectria spp., isto devido a similaridade de sintomas causados entre estes dois
fitopatdgenos, bem como, devido ao fato da formacdo da ramificacdo da estipe de ambos
ocorrer dentro do aparato conidiogénico. No entanto, uma importante caracteristicas para
distingdo dos géneros sdo: tamanho de conidios, tipo de vesicula e a septacao da ramificacdo
da estipe, ausente em Cylindrocladiella spp. e presente e Calonectria spp. e conidioforos

geralmente sdo muito pequenos (PHAM, et al., 2018).
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Figura 5. Conidiéforos de Calonectria-like, Calonectria (A), Cylindrocladiella (B),
Gliocephalotrichum (C), Gliocladiopsis (D), Xenocylindrocladium (E) e
Curvicladium (F) (Fonte: CROUS, 2002; DECOCK et al. 1998; SARKENA,
1954).

Outros géneros como Gliocladiopsis se caracterizam por ndo possuir a ramificacao

da estipe; e Curvicladiella spp. que apresenta estipe curvada e com parede verruculosa e

Xenocylindrocladium que apresenta ramificacéo das estipe avesiculadas e septada (CROUS,

2002). Apesar de atualmente se conhecer algumas caracteristicas morfologicas que possam

ajudar a diferenciacdo entre géneros de fungos, o aperfeicoamento e diminuigdo de custos

de tecnicas de biologia molecular, faz com que a informacgéo genética/gendémica obtida se
converta em ferramentas possiveis de resolver potenciais divergéncias inter e intra géneros.

O género Gliocephalotrichum também pode ser incluido na lista dos chamados

“Calonectria-like” ou similares a Calonectria spp. Essa nomenclatura foi adotada por este
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género e os anteriormente citados compartilharem similaridades morfoldgicas do anamorfo
de Calonectria. (CROUS, 2002). Exemplificando estes aspecto, até 1971 dentro do género
Cylindrocladium existia as espécies C. simplex e var. microchlamydosporum, estas espécies
foram revisadas por Wiley e Simmons (1971). Estes autores constataram que estas
pertenciam ao género Gliocephalotrichum descrito pela primeira vez nove anos antes. Wiley
e Simmons (1971) descrevem que estas duas espécies, na verdade, representavam trés
diferentes espécies, renomeadas por ele como G. simplex, G. microclamydosporum e G.
cylindrosporum

Tal confuséo € ocasionada pela grande similaridade entre ambos os géneros quando
o conidioforo estd maduro. Nesses géneros os conidioforos sdo eretos, terminando em um
penicilado composto de métulas (ramos) e fidlides (WILEY e SIMMONS, 1971). Havendo
como diferenca, em que, Cylindrocladium spp. tem uma alongada estipe mononematosa
com ramificacdes dicotbmicas, um ramo caracteristicamente continuando seu crescimento
em uma longa seta estéril com apice dilatado, com ramos terminando em fialides doliforme.

Gliocephalotrichum spp. apresenta uma serie de ramificacbes em torno do septo,
havendo presenca de ramificacdes primarias, secundarias e as vezes terciaria, todos estes
terminando em fialides (WILEY e SIMMONS, 1971). De acordo com Rossman et al. (1993)
as espécies de Gliocephalotrichum podem ser diferenciadas de Cylindrocladium spp.
também pelo ponto de inser¢do da ramificagdo da estipe, a qual, se desenvolve diretamente
abaixo das ramificagdes, enquanto a ramificacdo da estipe de Calonectria se origina dentro
do aparato conidiogénico.

Para solucionar tais problemas de confusdes no momento da identificagdo, uma
abordagem poliféasica tem sido adotada para aumentar a precisao no setor. Tal abordagem

apresenta a unido de duas ou mais técnicas de identificagdo unidas, uma dando suporte a
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outra. Dentro disto as técnicas moleculares juntamente com as comparacdes morfologicas
se constituem em fortes ferramentas para a taxonomia moderna.

Os sistemas de marcadores moleculares envolvem a extracdo do DNA gendmico do
organismo por meio de varios protocolos, e 0 uso de um conjunto variado de técnicas tais
como RFLPs (Restriction fragment length polymorphisms) e outras baseadas em PCR
(Polymerase chain reaction; MILLUS et al. 1989), tais como RAPDs (Random amplified
polymorphic).

Um estudo ilustrando o emprego das técnicas moleculares na resolucéo de problemas
quanto a identificacdo correta do fitopatogeno. Com a grande contestacdo sobre a validade
do género Cylindrocladiella por Peerally (1991) autores atraves de avaliacdes morfoldgicas
e técnicas de RAPDs e AT-DNA mostrou que o género formava um grupo monofilético
validando-o como um género. Posteriormente dados de inferéncia filogenética usando as
regides ITS e B-tubulina também serviram para suportar e realocar espécies dentro do género
(LOMBARD et al., 2014).

Para Gliocephalotrichum spp. técnicas moleculares s6 comecaram a serem utilizadas
a partir de 2006 com a utilizacdo da regido do ITS (Internal Transcrption Spacer) e Beta-
tubulina (DECOCK et al., 2006). A partir destes estudos em 2014 um trabalho usando
analises filogenéticas multilocus, com ITS, Beta-tubulina, Fator de elongacdo e Histonas
(LOMBARD et al., 2014). Nestas andlises, os autores discutem que apesar da boa resolucéo
gerada, esta ndo refletia os agrupamentos informais propostos por Wiley e Simmons (1971).
Apesar de estes dois estudos serem referéncia para o género no mundo, os trabalhos com
analises moleculares ainda sdo escassos ndo permitindo estimar a real diversidade genética
destes organismos.

Quando comparamos nos bancos de dados publicos de sequencias nucleotidicas o

nivel de amostragem molecular deste género com seus vizinhos mais préximos
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filogeneticamente, nos bancos de dados publicos de sequencias nucleotidicas, verificamos
que para cada uma sequéncia de Gliocephalotrichum spp. (553 sequéncias no GenBank)
existem 1,94 sequencias de Cylindrocladiella spp. (1.072 sequencias no GenBank) 8 de
Calonectria spp. (4.451 sequéncias no GenBank). I1sso podem ser explicado, em parte, pelo
numero de espécies conhecidas, nivel de amostragem e sobretudo pelo fato das espécies
Calonectria. serem conhecido como importante patdgenos de diversas culturas agricolas e

florestais.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencao de isolados e culturas monohifais

Frutos com sintomas de podriddo foram coletados, acondicionados em sacos de
papel e encaminhados para a Colecdo Micoldgica do Departamento de Fitopatologia da UnB
para o isolamento direto das amostras ao encontrar os sinais do patdgeno. Isolamentos
indiretos tambem foram efetuados a partir de frutos sintomaticos (ALFENAS et al., 2016).

Discos de micélio de 5 mm de didmetro retirados de culturas puras foram
depositados em placas de Petri contendo agar agua (AA; 1,5% de agar). Apos 24 horas, um
segmento de hifa individual foi seccionado do meio de cultivo com o auxilio de uma agulha
previamente esterilizada, e transferido para uma nova placa de Petri contendo Extrato de
Malte-Agar (MEA) para a obtencdo de culturas monohifais. As amostras foram incubadas
a 25+1°C e, posteriormente armazenadas em agua esterilizada, glicerol 10% e 6leo mineral

a 18+1°C.

2.2. Extracéo e quantificagdo de DNA

A extracdo de DNA gendémico foi realizada utilizando o Kit de purificacdo de DNA
genémico da Promega (Wizard Genomic DNA Purification Kit) seguindo as adaptacfes
descritas abaixo:

Aproximadamente 40 mg de micélio com sete dias de crescimento em MEA coberto
com celofane foram transferidos para microtubos de 1,5 mL contendo quatro esferas de aco
(3 mm de diametro), 600 uL da solugdo de lise (Nuclei Lysis Solution) e 100 mg d