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RESUMO

Plantas daninhas ou plantas invasoras sdo vegetais de crescimento espontaneo que competem
com as cultivadas por espaco, luz e nutrientes, podendo ser fontes de indculo e atuarem como
hospedeiras alternativas de fitopatégenos. Um dos principais fitopatégenos para culturas de
importancia econdmica, sdo os fungos do género Colletotrichum. Uma das principais doencas
causadas por espécies de Colletotrichum é a antracnose que afeta a produtividade em diversas
culturas, como banana, morango e citros além de perdas no campo de cultivo. A diversidade e
identificacéo de espécies de Colletotrichum em plantas daninhas no Nordeste do Brasil é pouco
estudada em comparacdo a plantas cultivadas. Portanto o objetivo deste trabalho foi identificar
através da andlise filogenética pela regido APN2/MAT-IGS (ApMat), caracterizar e avaliar a
patogenicidade Colletotrichum spp. associadas a Spigelia anthelmia com sintomas de
antracnose no Nordeste brasileiro. Foram identificadas cinco espécies (C. fragarie, C.
fructicola, C. queenslandicum, C. tropicale e C. siamense), todas pertencentes ao complexo C.

gloeosporioides. Todas as espécies foram patogénicas ao hospedeiro original.

Palavras-chave: Antracnose, Etiologia, Hospedeiro alternativo.



ABSTRACT

Weeds or invasive plants are plants of spontaneous growth that compete with cultivated plants
for space, light and nutrients, being able to be sources of inoculum and act as alternative hosts
of phytopathogens. One of the main phytopathogens for crops of economic importance are the
fungi of the genus Colletotrichum. One of the main diseases caused by Colletotrichum species
Is anthracnose, which affects productivity in several crops, such as banana, strawberry and
citrus, in addition to losses in the crop field. The diversity and identification of Colletotrichum
species in weeds in Northeast Brazil is poorly studied compared to cultivated plants. Therefore,
the objective of this work was to identify, through phylogenetic analysis by the APN2/MAT -
IGS region (ApMat), to characterize and evaluate the pathogenicity of Colletotrichum spp.
associated with Spigelia anthelmia with symptoms of anthracnose in Northeast Brazil. Five
species were identified (C. fragarie, C. fructicola, C. queenslandicum, C. tropicale and C.
siamense), all belonging to the C. gloeosporioides complex. All species were pathogenic to the
original host.

Keywords: Anthracnose, Etiology, Alternative host.
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1 INTRODUCAO

O termo plantas daninhas é dado a qualquer vegetal que nasce no local onde nédo é
desejado, ou entdo uma planta sem valor econdmico que compete com as cultivadas (SILVA et
al., 2007). Plantas de crescimento espontaneo, as daninhas tém como caracteristica a velocidade
reprodutiva, alta resisténcia a controle quimico e crescimento em locais de méas condicfes de
sobrevivéncia (TIMMONS, 1970).

Os estudos sobre as plantas daninhas tem aumentado por conta de sua interferéncia no
rendimento de culturas agricolas, prejudicando a producdo em grande escala. A principio, em
funcéo da competitividade por recursos fundamentais ao crescimento e desenvolvimento, como
espaco, agua, luz e nutrientes, havendo disputa com culturas desenvolvidas em um mesmo
local. Segundo PITELLI (1987) o grau de intercessao entre as plantas daninhas e as plantas
cultivadas depende sobretudo das espécies infestantes, fatores ligados a cultura e do periodo de

convivéncia entre elas.

Ha evidéncias que plantas daninhas associadas as areas cultivadas servem como
hospedeiros alternativos para patégenos e tém um papel importante na epidemiologia de
algumas doencas (SALES JUNIOR et al., 2012), como as ferrugens que se aproveitam
colonizando plantas daninhas nas areas cultivadas, apés a colheita, e voltam ao seu hospedeiro
principal qguando o0 mesmo é replantado (AMORIM; REZENDE; BERGAMIN FILHO, 2018).
O capim arroz (Echinochloa crusgalli) atua como hospedeiro alternativo de Pyricularia oryzae
0 agente causal do brusone do arroz, além de algumas espécies de virus causadores de mosaico,
como por exemplo Sida yellow mosaic virus (SiYMV) e o Euphorbia yellow mosaic virus
(EuYMV) (OLIVEIRA JUNIOR; CONSTANTIN; INOUE, 2011; FERRO et al., 2017).

Raid e Pennypacker (1987), em estudos com Colletotrichum coccodes, agente
etilégico da antracnose em tomateiro, observaram que algumas espécies de plantas daninhas
atuavam como hospedeira alternativa e fonte de inoculo durante o ciclo da cultura. Trabalhos
também ja& demonstraram especies de plantas daninhas, que servem como hospedeiro
alternativo de Colletotrichum guaranicola, agente causal da antracnose do guaranazeiro (Miléo
etal., 2007).

No mundo, sdo escassas as pesquisas relacionadas a identificacéo e caracterizacdo de

espécies de Colletotrichum associadas as plantas daninhas, apesar de relativo conhecimento



sobre a diversidade de plantas hospedeiras do género. Portanto o objetivo deste trabalho foi
identificar através da analise filogenética pela regido APN2/MAT-IGS (ApMat), caracterizar e
avaliar a patogenicidade Colletotrichum spp. associadas plantas daninhas com sintomas de
antracnose, a fim de entender melhor a relacdo das plantas daninhas como fonte de inoculo e

hospedeiras alternativas, para culturas de importancia econémica do nordeste brasileiro.



10
2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas daninhas

Plantas daninhas sdo vegetais que crescem em locais indesejados e interferem nos
objetivos das atividades realizadas na area, seja ela na agricultura ou até na construcéo civil,
além de poderem causar danos e prejuizos se nao forem controladas corretamente (FOELKEL,
2008). Podem interferir em diversas culturas de forma direta ou indireta. A interferéncia direta
ocorre através da competicdo, parasitismo e alelopatia e a indireta quando servem como
hospedeiras alternativas de pragas e doencas, dificultam a colheita e os tratos culturais ou
depreciam a qualidade do produto (PITELLI; MARCHI, 1991).

Dentre os principais aspectos negativos das plantas daninhas nas areas cultivadas
destacam-se: a reducdo na produtividade e no valor da terra, levando em consideracédo a espécie
em questdo e a sua densidade populacional; perda na qualidade do produto agricola, pois 0s
restos vegetais tendem a causar prejuizos na colheita e beneficiamento de alguns produtos;
dificuldade e aumento do custo de manejo agricola; problemas com manejo e perdas de agua,
principalmente as plantas aquaticas que podem interferir nos canais de irrigagdo e nos
reservatorios de criacdo de peixes (CARVALHO, 2013).

A planta daninha Spigelia anthelmia ou faz parte da familia das Longaniaceae que
abrange cerca de 13 géneros e 420 espécies (BACKLUND et al., 2000). O género Spigelia foi
descrito a principio por LINNAEUS (1753), tendo como espécie tipo Spigelia anthelmia. O
género tem como caracteristica a vida herbacea; inflorescéncias em cimeiras terminais,
escorpidides ou fasciculos, com duas bracteas acompanhando cada flor; prefloracdo valvar;
estigma papiloso; fruto capsular; sementes com testa verrucosa ou reticulada (BASILIO et al.,
2003). As primeiras informagOes sobre a “lombrigueira”, cujo codinome € uma aluséo ao seu
uso como vermifugo (HOEHNE, 1939), sdo encontradas com uma descricao e ilustracdo sob
nome indigena “Arapabaca” (PISO e MARCGGRAF, 1648).

Por ocuparem extensas areas e sempre estarem disputando recursos com as culturas,
as plantas daninhas tornam-se iminentes fontes de indculos de fitopatégenos, como fungos, em
cultivo comercial desempenhando papel fundamental como hospedeiro secundario na
epidemiologia de doengas (CHAVES et al., 2003).
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Um dos mais importantes fitopatdgenos associados a plantas daninhas s&o os fungos
do género Colletotrichum, que infectam uma ampla variedade de plantas lenhosas e herbaceas,

sendo responsavel por uma série de doencas em plantas.

2.2 Género Colletotrichum

Os fungos do género Colletotrichum foram catalogados na década de 1950 por von
Arx, que adotou 0 nome Colletotrichum, e 11 espécies para o género (MENEZES, 2006). Com
a classificacdo proposta por Sutton em 1992 o nimero de especies foi alterado para 40, sendo

que em 2009, Hyde propds 66 espécies pertencentes ao género.

Hoje o género possui cerca de 200 espécies (MONGKOLPORN; TAYLOR, 2018)
divididas em 14 complexos de espécies, sendo eles: C. acutatum, C. boninense, C. caudatum,
C. dracaenophilum, C. dematium, C. destructivum, C. gigasporum, C. gloeosporioides, C.
graminicola, C. Magnum, C. orbiculare, C. orchidearum, C. spaethianum, C. truncatum
(DAMM et al., 2019; CANNON et al., 2012).

Uma das principais doencas causadas por esse género € a antracnose que causa a perda
de produtividade em varias culturas importantes como morango, citros, manga e banana
(CANNON et al., 2012). A infecgdo é caracterizada por lesdes circulares que rapidamente se
expandem sem limite de didmetro. No centro das lesdes, ocorre a formacgédo de pequenos pontos
pretos, que corresponde aos acérvulos e quando a umidade relativa esta elevada, pode-se
observar a formacdo de uma massa de coloracdo résea ou alaranjada, que sdo os esporos do
fungo produzidos juntos a uma mucilagem (LOPES e AVILA, 2003; SILVA et al., 2017).

Alguns trabalhos demonstram a capacidade das plantas daninhas de atuarem como
hospedeiras alternativas e/ou fonte de indculo de espécies de Colletotrichum, como estudos
com Colletotrichum coccodes, agente etiolégico da antracnose em tomateiro, que foram
observadas algumas espécies de plantas daninhas atuando como hospedeiras alternativas e fonte
de inoculo durante o ciclo da cultura (RAID E PENNYPACKER, 1987). Na cultura do guarana,
Miléo et al. (2007), observaram que plantas invasoras serviam como hospedeiro alternativo de
Colletotrichum guaranicola, agente causal da antracnose do guaranazeiro. O trabalho de
Hartman, Manandhar e Sinclair (1986), relatou a ocorréncia de Colletotrichum spp. em plantas

daninhas coletadas de campos de produgéo de soja e milho. Os isolados de Colletotrichum
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truncatum obtidos de plantas daninhas foram patogénicos em plantas jovens de soja. Com isso,
0s autores concluiram que a alta incidéncia de Colletotrichum spp. nas folhas de soja, sugere
que o patdgeno estd presente desde cedo no campo de producdo com as plantas daninhas

atuando como o seu hospedeiro alternativo.

Na cultura do morango, no Japdo, Hirayama et al. (2017), demonstraram que
Colletotrichum fructicola podem sobreviver em plantas daninhas como infecgéo latente e assim
servindo como fonte de sobrevivéncia e inoculo para a cultura do morango, onde a antracnose
é uma doenca mais destrutivas da cultura. No nordeste brasileiro a diversidade de espécies de
Colletotrichum em plantas daninhas é escassa em comparacdo com plantas cultivadas de
importancia econémica como manga (LIMA et al. 2013, VIERA et al. 2014), banana (VIEIRA
et al. 2017), palma forrageira (OLIVEIRA et al. 2018), anonaceas (COSTA et al., 2014) e
alpinia (CHAVES et al., 2019).
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3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratorio de Fitopatologia Molecular e
Virologia Vegetal do Campus de Engenharias e Ciéncias Agrérias (CECA) da Universidade
Federal de Alagoas (UFAL) localizado no km 85 da BR 104 Norte (9°27° 54.71” S — 35°49°
39.27” O), no Municipio de Rio Largo, Alagoas.

3.1 Amostragem, obtencéao e preservacgao dos isolados de Colletotrichum spp.

Foram coletadas folhas de Spigelia anthelmia com sintomas tipicos de antracnose nos
estados de Alagoas e Sergipe. Em cada planta foi coletada apenas uma folha. As amostras foram
inicialmente lavadas em agua corrente e secas com papel toalha. Foram retirados quatro
fragmentos da area de transicdo entre o tecido doente e o sadio. Em uma cdmara de fluxo
laminar foi feito o procedimento de desinfestacdo superficial na seguinte sequéncia: alcool a
70% por 30 segundos, hipoclorito de sddio a 1% por 1 minuto, e duas lavagens em agua
destilada esterilizada (ADE) por 30 segundos cada. Os tecidos foram secos em papel filtro
esterilizado e transferidos para placas de Petri contendo meio Batata Dextrose-Agar (BDA). As
placas contendo o meio de cultura e os fragmentos foram mantidas em temperatura ambiente
(aproximadamente 28°C) durante dois dias. Observado o crescimento do patégeno, foram
retirados discos (5 mm) das bordas das col6nias e posteriormente, transferidos para novas placas
de Petri contendo meio de cultura BDA e mantidos em temperatura ambiente por dez dias. Os
isolados foram previamente identificados ap6s a esporulacdo como Colletotrichum spp.
(SUTTON, 1980). Culturas monosporicas foram obtidas para realizacdo dos demais estudos.
Através de diluicdo seriada de uma solucdo de esporos, até 10-6 da concentracdo inicial, foi
depositada 200 pL desta solugdo em uma placa de Petri contendo meio Agar-agua (AA) e
espalhada uniformemente com auxilio de uma alca de Drigalski, com duas repeti¢cbes por
isolado. Apds 24 horas, o esporo germinado foi transferido para novas placas de Petri contendo
meio BDA e mantido por 7 dias em temperatura ambiente. Os isolados foram preservados em

agua, através do método de Castellani e em tubos de ensaio contendo meio BDA.
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3.2 Caracterizacado molecular

Para caracterizacdo molecular o DNA total dos isolados, foi obtido, seguindo o protocolo de
Doyle; Doyle (1987). Na reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi utilizada a sequéncia da
regido ApMat (APN2/MAT-IGS — CgDLF6 - AGTGGAGGGCGGGACGTT, CgMATL F2 —
TGATGTATCCCGACTACCG) para garantir maior confiabilidade na identificacdo e
posicionamento taxondémico das espécies do complexo Colletotrichum gloeosporioides. As
amplificacbes via PCR foram realizadas utilizando um Mix de 30 pL, contendo tampao
10XMgCI2 50 mM, DNTP’s 10 mM, 10 uM de cada oligonucleotideo, 1uL. de Tag DNA
Polimerase, 1uL de DNA total e de 4gua Milli-Q autoclavada para completar o volume final.
As condicdes de termociclagem para amplificacdo da regido ApMAT foi conforme Rojas et al.
2010, que consistiu de uma desnaturacdo inicial de 4 min a 94°C, seguido por 35 ciclos de 45s
a 94°C, 455 a 60°C e 1 min a 72°C, com uma extensdo final de 7 min a 72°C. Em seguida, 0s
produtos de PCR foram enviados para purificagdo e sequenciamento na Macrogen Inc. (Seul,
Coréiado Sul). As sequéncias de referéncias foram coletadas no GenBank de acordo com Vieira
etal., 2017. Apos recebermos o resultado do sequenciamento, as sequéncias foram inicialmente
analisadas com o algoritmo BLASTn (ALTSCHUL et al., 1990) e o banco de dados de
nucleotideos ndo-redundante GenBank. As arvores para andlise de Inferéncia Bayesiana com
as sequéncias da regido ApMAT foram construidas empregando o método da cadeia de Markov
Monte Carlo, no web portal CIPRES (MILLER et al.,, 2010) usando MrBayes v.3.2.3
(RONQUIST et al., 2012). O melhor modelo de substituicdo de nucleotideos foi determinado
para os dados de cada regido gendmica usando MrModeltest 2.3 (POSADA; BUCKLEY, 2004)

de acordo com o Akaike Information Criterion.

3.3 Teste de Patogenicidade e Caracterizacdo Morfocultural dos isolados de

Colletotrichum spp.

As espécies de Colletotrichum provenientes de Spigelia Anthelmia identificadas com
base nas analises filogenéticas, foram utilizadas para o ensaio de patogenicidade. Plantas sadias
de Spigelia anthelmia, foram lavadas com detergente e agua corrente. Realizamos o0s testes com
plantas sem ferimento nas folhas e plantas com ferimentos. As feridas foram realizadas com
auxilio de um alfinete esterilizado. O in6culo foi constituido de discos de BDA contendo
estruturas do patégeno. Para a testemunha, foi utilizada apenas o disco de BDA sem a presenca

do patogeno. Posteriormente, as plantas foram acondicionadas separadamente em sacos plastico
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transparente contendo papel filtro umedecido com cinco mL de Agua destilada esterelizada
(ADE). Para evitar contato com a superficie imida, foram utilizadas placas de Petri estéreis e
as raizes envoltas por um chumaco de algoddo embebido em ADE para manter o vigor das
folhas e favorecer a germinacdo das estruturas de reproducdo do patdégeno. Os experimentos
foram mantidos em estufa incubadora Demanda Bioquimica de Oxigénio (BOD) a 25°C £ 1°C
e fotoperiodo de 12 horas até a observacdo dos sintomas. Para caracterizacdo cultural foi
avaliado o crescimento micelial das colénias em meio de cultura BDA sintético, a 25°C durante
sete dias, através de mensuracdo didria em duas direcdes diametricamente opostas (mm) com
auxilio de uma régua milimétrica e observagdo da coloracdo das col6nias avaliadas. Ap6s 15
dias, o experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com cinco
repeticdes. A analise de variancia (ANOVA) foi conduzida para determinar as diferencas de
significancia entre as espécies de Colletotrichum e as médias dos tratamentos foram
comparadas pelo Teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade, utilizando o programa
ASSISTAT 7.6 beta. Para caracterizagdo morfoldgica, 50 conidios de cada espécie foram
avaliados quanto a forma e tamanho. As mensuracdes foram obtidas através de imagens
capturadas por camera digital acoplada ao microscépio 6ptico com aumento de 400x, através

do software Cellsenses Standard.
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4 RESULTADOS
4.1 Obtencao e identificacao dos isolados

Foram obtidos 90 isolados pertencentes a Spigelia anthelmia com sintomas tipicos de
antracnose (Figura 1), como necrose e manchas de coloracdo amarronzada com centro

deprimido nos estados de Alagoas e Sergipe (Tabela 1).

Tabela 1: Isolados obtidos no presente trabalho com os estados e municipios.

Estados Municipios NUmero de isolados
Rio Largo 48
Alagoas Maceid 4
Coruripe 22
Sergipe Aracaju 16

Total de isolados 90
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Figura 1. Spigelia anthelmia apresentando sintomas tipicos de antracnose.

Fonte: M. G. L. FEIJO.

4.2 Caracterizacao molecular

Foi realizada a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando o gene
APN2/MAT-IGS (ApMat) (ROJAS et al., 2010). Foram utilizados 24 isolados para a analise
filogenética, obtidos como medida para a anélise de diversidade de espécies. As reacoes

foram enviadas para a sequenciamento na Macrogen Inc.

As sequéncias parciais obtidas foram identificadas pelo algoritmo BLASTn do
GenBank como sendo pertencentes ao género Colletotrichum, conforme apresentado na
arvore filogenética (Figura 2), e foram agrupados com as seguintes espécies: C. fragarie (1
isolado), C. tropicale (8 isolados), C. queenslandicum (5 isolados), C. fructicola (1 isolado)
e C. siamense (9 isolados). Sendo todas espécies pertencentes ao complexo C.

gloeosporioides.
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Figura 2. Arvore filogenética de inferéncia Baysiana demonstrando o agrupamento

dos isolados obtidos.
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4.3 Caracterizacdo morfofisioldgica

Os resultados das taxas médias de crescimento micelial para os isolados de
Colletotrichum fragarie foram de 9,26 mm/dia; C. fructicola foi de 8,45 mm/dia; C.
queenslandicum foi de 8,26 mm/dia; C. siamense foi de 9,08 mm/dia. Em relacdo a
morfologia das colonias, Colletotrichum fragarie apresentou colonia de coloragdo cinza
claro; C. fructicola apresentou col6nia de coloragdo cinza claro; C. queenslandicum
apresentou col6nia de coloracdo variando de cinza claro a uma cor amarelada; C. siamense
apresentou coldnia de coloracdo variando de branco a cinza claro (Figura 3). C. tropicale
ndo entrou na caracterizacdo cultural pois foi a Gltima espécie a ser identificada no trabalho.

N&o houve diferenca significativa entre as espécies.

|

/

C. fragarie . fructicola

)
x
J
/4

C. queenslandicum C. siamense

Figura 3. Morfologia cultural das espécies de Colletotrichum identificadas
no presente estudo
Fonte: M. G. L. FELO.

Os isolados de Colletotrichum fragarie apresentaram conidios com dimensdes médias
de 18,55 x 6,15 pm, variando entre 11,92 — 25,18 x 3,72 — 8,59 um; C. tropicale apresentaram
conidios com dimensdes médias de 16,97 x 4,19 um, variando entre 13,45 — 20,49 x 3,26 — 5,12

um; Os isolados de C. queenslandicum apresentaram conidios com dimensdes médias de 16,13
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X 6,08 um, variando entre 11,46 — 20,8 x 4,60 — 7,57 um; os isolados de C. fructicola
apresentaram conidios com dimens@es médias de 18,64 x 5,10 um, variando entre 21,97 — 15,32
X 6,21 — 4,00 um; Ja os isolados de Colletotrichum siamense apresentaram conidios com
dimensGes medias de 17,57 x 5,44 um, variando entre 20,31 — 14,84 x 7,27 — 3,61 um
(TABELA 3).

Tabela 3: Caracteristicas dos conidios de isolados de diferentes espécies do complexo

Colletotrichum gloeosporioides.

Comprimento Largura Relacdo C/L Tamanho
Isolados™ Média Isolados Média Isolados Média Isolados Média
(1m) (um) (Hm)
CF1 18,55 CF1 6,15 CF1 3,01 CF1 24,7
(11,92 - 25,18) (3,72 -8,59)
CT 16,97 CT 4,19 CT 4,05 CT 21,16
(13,45 — 20,49) (3,26 —5,12)
CQ 16,13 CQ 6,08 CQ 2,65 CQ 22,21
(11,46 — 20,8) (4,60 -7,57)
CF 18,64 CF 5,10 CF 3,65 CF 23,74
(15,32 - 21,97) (4,00 -6,21)
CS 17,57 CS 5,44 CS 3,23 CS 23,01
(14,84 —20,31) (3,61-7,27)

*CF1: Colletotrichum fragarie
*CT: Colletotrichum tropicale
*CQ: Colletotrichum queenslandicum
*CF: Colletotrichum fructicola
*CS: Colletotrichum siamense

4.4 Teste de patogenicidade

No teste de patogenicidade, as plantas que ndo foram realizados ferimentos antes
de serem depositados 0s discos contendo estruturas do patdgeno, ndo houveram sintomas da
doenca, j& em plantas que foram realizados ferimentos foram observados os sintomas
caracteristicos de antracnose que consiste em manchas necroticas de coloragdo amarronzada

a negra com o centro deprimido (Figura 4).
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Figura 4. Avaliagdo da patogenicidade de C. fragarie em Spigelia anthelmia.
Fonte: M. G. L. FELO.

5 DISCUSSAO

A sistematica de fungos esta enfrentando um desafio de aplicacdo ndo uniforme de
critérios de reconhecimento de maltiplas espécies (Hibbett e Taylor 2013) que resultou em
mudancas de nomes frequentes e indesejaveis, especialmente em taxa de fungos
economicamente importantes. O complexo de espécies representa melhor o desafio enfrentado
pelos micologistas modernos como lidar com nomes de espécies antigas (agora redundantes),
ao mesmo tempo em que avanca com a descricdo de novas espécies com base na analise
filogenética multigénica. Com um grande avanco taxondmico, Weir et al. (2012) reorganizaram
a taxonomia de C. gloeosporioides em um complexo de espécie baseado em caracteres

multigénicos e morfoldgicos.

Esse sistema de identificacdo sozinho ou em combinag¢do nem sempre sdo capazes de
resolver totalmente a identidade da espécie de Colletotrichum. Caracteristicas adicionais, como
outros aspectos da morfologia e da analise filogenética multigénica, sdo necessarias para
identificar espécies de Colletotrichum (Cai et al., 2009). A incorporacdo de varias regides

génicas em analises filogenéticas, como os genes ACT, CAL, CHS1, GAPDH e a regido ITS
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podem ser utilizados para redefinir os limites das espécies dentro deste complexo. Weir et al.
(2012) observaram os baixos niveis de divergéncia genética em todo o complexo de espécies e
enfatizou a necessidade de usar "marcadores poderosos”, como ApMat e Apn25L (Silva et al.

2012a) para alcancar uma resolucéo mais precisa a nivel de espécie.

Com base na analise do marcador ApMat, Sharma et al. (2015) estabeleceu que o
complexo de espécies C. siamense inclui seis espécies previamente conhecidas (C. dianesei, C.
endomangiferae, C. hymenocallidis, C. jasmini-sambac, C. murrayae e C. siamense) e uma
nova espécie C. communis sp. nov. Mais recentemente Huang et al. (2021) mostraram que a
arvore filogenética construida usando sequéncias ApPMAT foi congruente com aquela derivada
da combinacdo de seis locus (regido do espacador transcrito interno [ITS], gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase [GAPDH], actina [ACT], B-tubulina [TUB2], quitina sintase [CHS-1],
calmodulina [CAL]. Verificaram que o ApMAT fornece resolucdo mais precisa na maioria dos
clados em nivel de espécie no complexo de especies C. gloeosporioides para antracnose da
banana na China.

No presente estudo de analise da sequéncia do gene ApMat, identificou o complexo C.
gloeosporioides causando antracnose em plantas de S. anthelmia. Dentre essas espécies do
complexo, estdo inseridas: C. fragariae que foi inicialmente associada a antracnose em
morangos e foi considerada, em alguns estudos, como sinénimo de C. theobromicola (Weir,
Johnson e Damm 2012). Devido ao suporte observado pela arvore filogenética e sua
diferenciacdo, neste trabalho consideramos duas espécies distintas. C. fragarie apresentou
coloracdo marrom claro no reverso da placa de Petri e um micélio aéreo branco espesso na parte
superior, com formacao de massa de esporos laranja (Weir, Johnson e Damm 2012), ja tendo
sido relatado no nordeste do Brasil em Annona spp. (Costa et al. 2019), carnauba (Araujo et al.
2018) e mandioca cultivada e silvestre (Oliveira et al. 2018). C. fructicola inicialmente foi
relatado como causador de café antracnose na Tailandia e sdo bastante diversificados (Weir,
Johnson e Damm 2012). Foi observada no Brasil, em Annona (Costa et al. 2019), Licania
tomentosa (Lisboa et al. 2018), palma forrageira (Oliveira et al. 2018), fava (Sousa et al. 2018)
e manga (Lima et al. 2015). As mesmas caracteristicas morfoldgicas obtidas por Rojas et al.
(2010) foram observados neste trabalho para C. tropicale, sendo uma espécie amplamente
encontrada em florestas tropicais e afetando a producdo de frutos da mangueira onde foi
relatado causando antracnose (Lima et al. 2015) e como endofitica (Vieira et al. 2014 ) em

manga e causando doenga em Capsicum spp. (Silva et al. 2017), Annona (Costa et al. 2019) e
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carnatba (Araujo et al. 2018) no nordeste do Brasil. C. queenslandicum recebeu este nome
devido ao local de coleta de seus isolados, Queensland, Austrdlia. As caracteristicas
morfologicas da cultura foram compativeis com as observadas por Weir, Johsnon e Damm
(2012) com a formacdo de uma massa alaranjada de pontas hialinas, cilindricas e arredondadas
nas pontas. Eles foram relatados em varias culturas na Australia (James et al. 2014; Silva et al.
2017; Shivas et al. 2016). Ha relatos no Brasil de causar antracnose em espécies arbdreas como
Licania tomentosa (Lisboa et al. 2018), cajueiro (Veloso et al. 2018) e outras culturas.
Encontrado em diferentes regides do planeta e associado a uma ampla gama de hospedeiros, C.
siamense é considerado geograficamente e biologicamente diverso (Weir, Johnson e Damm
2012). Alguns dos hospedeiros relatados desta espécie sdo morango (Capobiango et al. 2016),
Capsicum (Silva et al. 2017), palma forrageira (Oliveira et al. 2018) e mandioca (Oliveira et al.
2018). No teste de patogenicidade, todos os isolados foram patogénicos apenas quando as folhas
apresentavam ferimentos. Em tratamentos realizados sem leséo, nenhum isolado foi capaz de

causar sintomas de antracnose.

Esse estudo € o primeiro relato no mundo de espécies do complexo C. gloesporioides
causando antracnose em plantas daninhas. Rojas et al. (2010) descreveram C. tropicale a partir
de frutos de cacau em florestas tropicais do Panama (UDAYANGA et al., 2013). Ha relatos da
ocorréncia desta espécie associada a manga (Mangifera indica), pinha (Annona squamosa),
graviola (A. muricata), pimentas (Capsicum spp.) e pimentdo (C. annum) no Brasil (LIMA et
al., 2013; COSTA, 2014; SILVA et al., 2017). A espécie C. siamense foi relatada no Brasil em
goiaba (Psidium guajava), manga, abacate (Persia americana), péssego, maca (Malus
domestica), caju (Anacardium occidentale) (BRAGANCA, 2013), pinha (Annona squamosa) e
graviola (Annona muricata) (COSTA, 2014). Mais recentemente, em Capsicum, Nopalea
cochennillifera e Alpinia purpurata (SILVA, 2017; OLIVEIRA et al., 2018; CHAVES et al.,
2019). C. queenslandicum foi relatado em frutos de maracuja (Passiflora edulis) causando
antracnose na Australia e em Fiji (JAMES et al., 2014; WEIR et al., 2012); e no Brasil em caju
(VELOSO et al., 2018). C. fragarie originalmente foi associado a antracnose no morango e esta
distribuido em muitas partes do mundo, como por exemplo em Cyclamen persicum nos Estados
Unidos (LIU et al., 2011). C. fructicola foi originalmente relatado em café na Tailandia, Pyrus
pyrifolia no Japdo e manga no Brasil (LIMA et al., 2013).

Até onde sabemos, este € o primeiro relato de C. siamense, C. queenslandicum, C. fragariae,

C. theobromicola, C. fructicola e C. tropicale causando antracnose em plantas de S. anthelmia.
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6 CONCLUSAO

Os isolados obtidos nos estados de Alagoas e Sergipe foram identificados como

espécies pertencentes ao complexo Colletotrichum gloesporioides.

A planta daninha observada (Spigelia anthelmia) pode atuar como hospedeira

alternativa para espécies deste complexo.

O marcador ApMat foi suficiente para a identificagcdo precisa das espécies de

Colletotrichum gloeosporioides associadas a Spigelia anthelmia.
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