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RESUMO

Muitas espécies pertencentes ao género Colletotrichum causam antrachose em ampla
gama de espécies de plantas. Membros desse género causam prejuizos em culturas
economicamente importantes, especialmente frutas, vegetais e plantas ornamentais.
Agaves é um grupo de plantas suculentas que ocorrem naturalmente em ambientes
aridos ou semiaridos, sendo a Agave angustifolia a espécie de agave usada
principalmente com fins ornamentais no Brasil. A antracnose de agave € uma doenca
associada a Colletotrichum spp. No entanto, a etiologia da doenca nao foi elucidada
no Brasil. Assim, o objetivo do presente estudo foi identificar e caracterizar o agente
causal da antracnose em A. angustifolia por meio da utilizacdo de marcadores
morfologicos, filogenia das regibes génicas espacador transcrito interno (ITS),
subunidade maior do gene rDNA (LSU), e do gene actina (ACT), além de teste de
patogenicidade. Os isolamentos fungicos foram feitos a partir de plantas com sintomas
de manchas necréticas nas margens foliares foram feitos os isolamentos fungicos,
seguindo-se o0 depdsito dos isolados na cole¢cdo de fungos fitopatogénicos do
Laboratorio de Fitopatologia da UFPI (COUFPI). Os DNAs dos isolados de cultura
pura foram extraidos e amplificados por PCR e sequenciados. As sequéncias de dois
isolados foram editadas e as andlises filogenéticas foram feitas para as regides
indicadas. Na caracterizacdo morfologica foram avaliados o aspecto das culturas,
tamanho e forma dos conidios e apressorios dos isolados. Cinco plantas para cada
isolado foram inoculadas por meio da aplicacdo de suspensao de conidios em folhas
feridas com a finalidade de avaliar a patogenicidade dos isolados. De acordo com as
analises filogenéticas, os isolados COUFPI 217 e COUFPI 219 agruparam no mesmo
clado com o isolado referéncia de C. agaves, e dentro do recém proposto complexo
de espécies Colletotrichum agaves. A caracterizacao morfolégica dos isolados revelou
fungos com micélio aéreo aveludado de coloracdo creme, reverso marrom, de
crescimento concéntrico e margens lisas. Os conidios produzidos por ambos 0s
isolados sao hialinos, asseptados, com formato cilindrico, com comprimento médio de
16,3 um (12,2-20,8) e largura de 3,9 pm (3,0-4,2). Os apressorios sdo arredondados
(ovoides) e lisos (margens sem ondulacdes) ou subglobosos, com comprimento médio
de 10,0 um (6,7-14,7) e largura de 6,3 pm (4,9-10,4). Nao foram observados
peritécios, ascésporos e setas em nenhum dos isolados. Os dois isolados foram
patogénicos, causando lesdes necréticas, de coloracdo preta, que se tornaram
deprimidas conforme a colonizacdo do tecido. Portanto, por meio do uso de
marcadores morfolégicos, filogenia das regifes génicas ITS, LSU e ACT, e teste de
patogenicidade € possivel concluir que C. agaves é o agente causal da antracnose
observada em A. angustifolia coletada em Teresina, Piaui.

Palavras-chave: Agave. Agavaceae. Colletotrichum. Etiologia.



ABSTRACT

Many species belonging to the Colletotrichum genus cause anthracnose in a wide
range of plant species. Members of this genus cause damage to economically
important crops, especially fruits, vegetables and ornamental plants. Agaves are a
group of succulent plants that occur naturally in arid or semiarid environments. Agave
angustifolia is the agave species used mainly for ornamental purposes in Brazil. Agave
anthracnose is a disease associated with Colletotrichum spp. However, the etiology of
the disease has not been elucidated in Brazil. Thus, the aim of the present study was
to identify and characterize the causal agent of anthracnose in A. angustifolia through
the use of morphological markers, phylogeny of the internal transcribed spacer (ITS),
major subunit of the rDNA gene (LSU), and of the gene regions. actin gene (ACT), in
addition to pathogenicity testing. Fungal isolations were made from plants with
symptoms of necrotic spots on the leaf margins, followed by the deposit of the isolates
in the collection of phytopathogenic fungi of the Phytopathology Laboratory of UFPI
(COUFPI). DNAs from pure cultured isolates were extracted and amplified by PCR and
sequenced. The sequences of two isolates were edited and phylogenetic analyzes
were performed for the indicated regions. In the morphological characterization, the
appearance of the cultures, size and shape of the conidia and appressoria of the
isolates were evaluated. Five plants for each isolate were inoculated by applying a
suspension of conidia to wounded leaves in order to assess the pathogenicity of the
isolates. According to phylogenetic analyses, isolates COUFPI 217 and COUFPI 219
grouped in the same clade with the reference isolate of C. agaves, and within the newly
proposed Colletotrichum agaves species complex. The morphological characterization
of the isolates revealed fungi with velvety aerial mycelium with cream color, brown
reverse, concentric growth and smooth margins. The conidia produced by both isolates
are hyaline, aseptate, cylindrical in shape, with an average length of 16.3 um (12.2-
20.8) and width of 3.9 um (3.0-4.2). The appressoria are rounded (ovoid) and smooth
(margins without undulations) or subglobular, with an average length of 10.0 pm (6.7-
14.7) and width of 6.3 um (4.9-10.4). Perithecia, ascospores and arrows were not
observed in any of the isolates. Both isolates were pathogenic, causing necrotic
lesions, black in color, which became depressed as the tissue colonized. Therefore,
through the use of morphological markers, phylogeny of the ITS, LSU and ACT gene
regions, and pathogenicity testing, it is possible to conclude that C. agaves is the
causal agent of anthracnose observed in A. angustifolia collected in Teresina, Piaui.

Keywords: Agave. Agavaceae. Colletotrichum. Etiology.
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IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DO AGENTE CAUSAL DA
ANTRACNOSE DE Agave angustifolia

1 INTRODUCAO

As agaves sao plantas suculentas comumente cultivadas no Brasil e em muitas
partes do mundo. O género Agave (familia Agavaceae) agrupa mais de 200 espécies,
autoctones do México, que € o centro de diversidade e distribuicdo primaria. Séo
plantas de grande importancia cultural e econémica, pois aquelas cultivadas sdo
altamente valorizadas como matéria-prima para a producdo de bebidas destiladas
(pulque, mezcal e tequila) (GARCIA-MENDOZA, 2011). Segundo Pérez-Lopez e
Simpson (2020) as culturas pré-colombianas exploraram essas plantas para
alimentacdo, fibra (de suas folhas), construcdo, bebidas, combustiveis e
medicamentos e eram elementos essenciais dos estilos de vida n6bmades.

Entre as espécies de maior importancia econémica no México estao: Agave
salmiana Otto ex Salm-Dyck, A. angustifolia Haworth, A. tequilana Weber, A. attenuata
Salmy-Dyck, A. fourcroydes Lemaire, e A. lechuguilla Torr (GARCIA-MENDOZA,
2011). No Brasil, destaca-se, principalmente na regido Nordeste, A. sisalana Perrine
ex Engelm (sisal), pois fornece fibra téxtil utilizada na fabricacdo de cordas, tapetes e
papel. A. angustifolia também esta amplamente presente no Brasil, onde é explorada
apenas com fins ornamentais.

No entanto, alguns estudos tem apontado o potencial da A. angustifolia em
diferentes aplicacdes como na producéo de alimentos nutracéuticos (ALLSOPP et al.,
2013; PEREIRA et al., 2017), como surfactante natural na agricultura (MULLER,
SCHIEDECK, 2018) e como fonte de frutanos (agavinas) na produc¢éo de alimentos
(SANTIAGO-GARCIA et al., 2021; SANTIAGO-GARCIA et al., 2017).

As agavaceas podem ser colonizadas por varios patdégenos, incluindo fungos
como Cercospora agavicola (CORIA-CONTRERAS et al., 2019), Fusarium oxysporum
(AVILA-MIRANDA et al., 2010), Fusarium solani (RAMIREZ-RAMIREZ et al., 2017),
Cladosporium herbarum (DUQUE-BAUTISTA et al.,, 2017) e Colletotrichum spp.
(FARR et al., 2006), que causam danos as raizes e folhas. Contudo, os estudos sobre

doencas fangicas em plantas de agave sdo escassos na literatura cientifica, tanto a
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nivel mundial e especialmente nacional, concentrando-se nas espécies com maior
relevancia economica e cultural.

O género Colletotrichum é considerado um dos grupos de fungos patégenos de
plantas mais relevantes (DEAN et al., 2012), sendo considerado numeroso, pois
possui 248 espécies reconhecidas (JAYAWARDENA et al., 2021). Organismos de
Colletotrichum causam doencas em culturas economicamente importantes em todo o
mundo. Como patdégenos de plantas estes causam lesdes necréticas ou manchas nas
folhas, caules, flores, tanto em plantas herbaceas como lenhosas, e podriddes em
frutos (CANNON et al., 2012).

A taxonomia de Colletotrichum foi por muitos anos realizada com base nas
caracteristicas morfologicas, fisioldgicas e bioldgicas, isto é, gama de hospedeiros.
Todavia, a identificacdo com base apenas nos caracteres morfologicos é problematica
(HYDE et al., 2009), pois ha poucos caracteres confiaveis e apresentam grande
plasticidade, dependentes de métodos e condicdes experimentais (CAl et al., 2009).
Ha alguns anos, a diferenciacdo de espécies é baseada na analise filogenética de
regides génicas (DAMM et al., 2012a; DAMM et al., 2012b).

Por conseguinte, Cai et al. (2009) propuseram o0 uso de abordagem polifasica
com analises filogenéticas de sequéncias multilocus combinadas com dados
geograficos, ecoldgicos e morfolégicos para uma identificacdo confidvel em
Colletotrichum. A diferenciacdo entre os tipos de Colletotrichum responsaveis por
epidemias de doencas é critica para o desenvolvimento e implementacdo de
estratégias de controle eficazes.

Uma vez que muitas espécies de Colletotrichum sdo cosmopolitas e polifagas,
€ provavel que uma Unica espécie fungica possa infectar e causar doenca em varios
hospedeiros (FREEMAN et al., 1998; CANNON et al., 2012; DA SILVA et al., 2020),
levando a sérios problemas de infeccao cruzada. Portanto, € essencial identificar a(s)
espécie(s) de Colletotrichum que infecta(m) plantas ornamentais, dentre elas as
plantas de agaves. No Brasil, a etiologia da antracnose em agave nao foi elucidada.

Diante do exposto, esse estudo teve como objetivo identificar e caracterizar o
agente causal da antracnose em A. angustifolia pela utilizacdo de marcadores
morfoldgicos, filogenia das regides génicas ITS, LSU e ACT, aléem de teste de

patogenicidade.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O género Agave

2.1.1 Historico e classificagcdo taxonémica

A palavra agave vem do grego agavus e significa “admiravel’. O género Agave
€ composto por amplo e distinto grupo de plantas herbaceas perenes, plurianual,
monocarpicas, pois florescem apenas uma vez em seu ciclo de vida (PEREZ-ZAVALA
et al., 2020). Esse género ocupa naturalmente regides semidesérticas do hemisfério
ocidental. Acredita-se que este género seja originario da Mesoamérica, sendo o
México o principal centro de diversidade e a peninsula de Yucatan apontada como o
local mais preciso de sua origem (MEDINA, 1954).

Dentro da classificacéo filogenética, o género Agave Linnaeus 1753, pertence
ao reino Plantae, divisdo Magnoliophyta, classe Liliopsida, ordem Asparagales, familia
Asparagaceae, e subfamilia Agavoidea. De acordo com o tipo de inflorescéncia, pode
ser dividido em dois subgéneros: Agave e Littaea. O subgénero Agave apresenta
inflorescéncia em panicula ou umbela, e Littaea com inflorescéncia em forma de
espiga ou racemosa (GARCIA-MENDOZA, 2007; APG I, 2009).

Das mais de 200 espécies conhecidas, por volta de 159 podem ser encontradas
no territbrio mexicano, e 129 sdo endémicas do pais (GARCIA-MENDOZA,
MARTINEZ; GUTIERREZ, 2019). Isso se deve a heterogeneidade do territério e as
propriedades intrinsecas de cada taxon, como, por exemplo, plasticidade genética,
tolerancia ecolégica, capacidade de germinacdo e dispersao, bem como interacdes
bidticas com outros organismos (GARCIA-MENDOZA, 2007). Os paises que
apresentam 0 maior numero de taxons sdo o México, EUA, Cuba e Guatemala
(GARCIA-MENDOZA, 2002).

Vérias espécies de agave foram difundidas para diversos paises do velho mundo
por meio de hispanicos e portugueses apos o descobrimento da América, com
destaque para a conquista do México, local de partida mais expressivo das agaves.
No México, as agaves foram exploradas como alimento, fibra, materiais de construgéo
e bebidas fermentadas desde a era pré-hispanica e assumiram importancia para as

culturas antigas que eram representadas por sua prépria divindade: a deusa Mayahuel
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(DAVIS et al., 2019). As espécies para fins ornamentais e fonte de fibras foram as

primeiras a serem levadas para o exterior (GENTRY, 1982).

2.1.2 Caracteristicas botanicas

As plantas do género Agave sao xerofitas, perenes, de habito herbaceo e
possuem escapo floral que pode atingir de 6 a 10 metros de altura (QUEIROGA et al.,
2020). O sistema radicular é fibroso e fasciculado. As raizes emergem da base do
tronco e podem ser de dois modos: fixadoras e alimentadoras. As agaves possuem
caule de constituicdo rizomatoso (JUDD et al., 2009).

As folhas sdo suculentas, fibrosas, com epiderme composta por uma cuticula
cerosa, que repele a agua facilmente. Variam de linear (A. angustifolia) a lanceoladas
(A. attenuata), e ttm uma base dilatada e carnosa, sem peciolo (séssil). A insercao
da folha no pseudocaule ocorre em forma de espiral ascendente, formando rosetas,
gue pode variar de 10 a 200 folhas. Quase sempre apresentam um espinho na ponta
das folhas que podem medir desde milimetros até cinco centimetros de comprimento.
A coloracdo das mesmas varia em tons que v&o do verde escuro ao violeta (GARCIA-
MENDOZA, 2007).

As flores sdo homoclamideas com pétalas e sépalas semelhantes em nimero,
cor e forma, sendo chamadas de tépalas e actinomorfa com as pétalas divididas em
varios planos simétricos. O ovario das agaves pode ser supero ou infero e tricarpelar
(GENTRY, 1982; GARCIA-MENDONZA, 2007).

A reproducdo pode ser sexuada ou assexuada. Na primeira forma de
reproducdo, 0s morcegos nectivoros sédo os principais polinizadores, seguidos pelos
insetos. Quanto a reproducdo assexuada, novos clones se originam do perfilho da
base do tronco ou dos bulbilhos que se desenvolvem no pedunculo floral. A
reproducdo sexuada ocorre em frequéncia inferior a assexuada. A propagacéao clonal
proporciona maior capacidade de dispersdo (GENTRY, 1982; GARCIA-MENDONZA,
2007; SILVA et al., 2008).

Os frutos apresentam a forma capsular, oblonga, trilocular, com rigido pericarpo,
com 3 cm de comprimento e 2 cm de didmetro. Nos estagios iniciais tem cor verde e

consisténcia carnosa, ficando preto quando maduro. As sementes sdo encontradas
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no interior do fruto; sdo delgadas, escuras, lustrosas e triangulares (SILVA et al.,
2008).

2.1.3 Importancia econémica do género Agave

Vérias espécies de agave apresentam importancia econémica. Desde épocas
remotas, 0s primitivos povos habitantes do México conheciam suas propriedades,
sendo fonte de matéria-prima para a fabricacdo de diversos produtos que serviam néo
s6 para alimento, como também para forragem, bebidas alcodlicas e fibra vegetal
dura, de baixo custo extraida principalmente das espécies A. sisalana, conhecida
como sisal e A. fourcroydes, conhecida como henequém (SILVA; BELTRAO, 1999;
SUINAGA et al., 2006).

Varias espécies de Agave tém sido amplamente cultivadas nos tropicos e
subtropicos em paises como Indonésia, Filipinas e Brasil, como planta ornamental e
como fonte de fibra vegetal que sédo extraidas de suas folhas como principal foco de
exploracdo (GENTRY, 1982).

E comum o uso de algumas espécies de agave na alimentacédo humana. Depois
gue todas as folhas sédo arrancadas o bulbo ou pinha, como sé&o conhecidos, séo
cozidos em fornos apropriados e, em seguida, cortados em pedagos que tanto podem
ser consumidos de imediato como guardados para consumo futuro (LIMA, 1975).

A extracdo de frutopolissacarideos de espécies de Agave, conhecidos como
frutanos de agave ou agavinas, tem chamado a atencdo na industria de alimentos,
uma vez que as agavinas podem contribuir na promoc¢do da saude humana
(ESPINOSA-ANDREWS et al., 2021). A aplicacdo € baseada em atributos tecno-
funcionais das agavinas, como substitutos de acucar ou gorduras, como fibras ou
prebidticos (SANTIAGO-GARCIA et al., 2021). Para Pérez-Lopez e Simpson (2020)
frutanos séo a base para a exploracéo comercial das agaves.

A utilizacdo da planta na alimentacdo animal também se constitui em importante
recurso das regides desérticas; aléem da palma, as folhas de maguey (Agave spp.) sdo
amplamente utilizadas (QUEIROGA et al., 2021). Os acucares, minerais e fibras
contidos nas agaves, quando misturados com outras fontes de alimento como milho e
sorgo, podem ajudar a reduzir a mortalidade dos rebanhos bovinos e pequenos
ruminantes (PEREZ-ZAVALA et al., 2020).
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No Brasil ha maior destaque para o sisal (A. sisalana) que representa importante
segmento econdmico para o Nordeste brasileiro, devido a geracdo de renda e
emprego em areas do semiarido, com maior destaque para o estado da Bahia
(SANTOS; SILVA, 2018). De acordo com Andrade, Ornelas e Brandéao (2012) varias
espécies de agaves se adaptaram facilmente as condi¢cdes do nordeste brasileiro,
sendo abundante o seu cultivo. Outra espécie facilmente encontrada no pais e
principalmente na regido Nordeste é A. angustifolia, planta muito utilizada na
ornamentac&o de areas publicas e privadas (TAVARES; GALVAO, 2019).

2.2 Agave angustifolia

Agave angustifolia Haw., ou chelem, como é chamada na lingua maia, é
originaria da regido das Antilhas e do México. E o Unico agave selvagem encontrado
na Peninsula de Yucatén, e é o mais provavel ancestral de espécies domesticadas de
grande valor econdmico e cultural, como A. fourcroydes, A. sisalana e A. tequilana
(COLUNGA-GARCIAMARIN et al., 1996). Pertence a familia Agavaceae e ¢é
conhecida pelos brasileiros como piteira-do-caribe ou agave (LORENZI; SOUZA,
2001). No Brasil, A. angustifolia apresentou adaptacao favoravel nas diversas regides
do pais, haja vista as condicdes tropicais serem semelhantes aos locais de origem da
espécie (TAVARES; GALVAO, 2019).

As folhas de A. angustifolia sé@o lineares, longas e estreitas derivando assim o
epiteto em seu nome cientifico (angustifolia, que significa estreito). Apresenta o
formato de espada que podem atingir de 1 a 2 metros de comprimento. Suas margens
sdo amareladas, permitindo identificA-la como horticola “Marginata”. Possuem
espinhos pequenos nas laterais e no extremo possui uma ponta espinhenta agucada.
Dentre os agaves cultivadas, A. angustifolia € uma espécie notavel pela producéo de
folhas (MEDINA, 1954).

O caule é curto e semilenhoso, formando grande roseta. Estas rosetas tém
funcbes essenciais que influenciam nos ciclos de crescimento, florescimento e
reproducdo. A inflorescéncia é ereta, semelhante a uma haste, com altura de 2 a 3
metros; no seu apice possui algumas ramificacdes que servem de base para a
inflorescéncia. O florescimento € um processo fundamental para A. angustifolia, pois
garante a geracao dos bulbilhos que favorecem a propagacéo da espécie (LORENZI;
SOUZA, 2001).
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A. angustifolia € uma boa opcéo a ser utilizada com fins ornamentais em jardins
pelo seu aspecto estrutural, disposicédo das folhas, e o destaque da coloragdo das
bordas das folhas. Planta perene e rastica utilizada em paisagismo como planta

isolada ou varias plantas formando canteiros macicos (PATRO, 2014).

2.3 Doencas fungicas em agaves

Embora a epiderme das plantas do género Agave possuam a cuticula espessa
e cerosa, o que Ihes confere uma barreira natural a penetracdo de microrganismos
patogénicos, elas podem ser afetadas por varias doencas capazes de provocar danos
consideraveis (TAVARES; GALVAO, 2019).

De acordo com a base de dados do Comité Tecnico Agronémico (2010), do
México, a A. tequilana var. Azul, durante décadas de cultivo, foi afetada por pragas e
doencas, das quais a podridado radicular é a mais predominante. Segundo Ramirez-
Ramirez et al. (2017) e Lopez-Bautista et al. (2020), o fungo Fusarium oxysporum
Schlecht (Emend. Snyd. E Hans.) é descrito como o agente causal da podridao
radicular, doenca responsavel pela limitacdo do cultivo de A. tequilana var. Azul no
territdrio mexicano. Esse tema foi objeto de estudo realizado por Vega-Ramos et al.
(2013), em que foi confirmada a elevada variabilidade genética de isolados de F.
oxysporum associados a podridao da raiz de A. tequilana no México.

Fusarium oxysporum também é responsavel pela doenca denominada murcha
onde os sintomas caracteristicos da doenca sdo inducdo de ondulacdo e o
aparecimento de coloracdo arroxeada nas folhas devido a obstrucdo de canais
vasculares impedindo a passagem de nutrientes e agua para a planta (RUBIO-
CORTES, 2007). Correlagédo positiva entre murcha e dano ao xilema pode ser
constatada quando plantas de A. tequilana var. Azul sdo inoculadas com F. oxysporum
(AVILA-MIRANDA et al., 2010). A murcha, também, esta associada ao F. solani, pois
inoculacdes de mudas de agave apresentaram os sintomas tipicos da podridao de raiz
(RAMIREZ-RAMIREZ et al., 2017).

Atualmente sédo conhecidas outras espécies de Fusarium capazes de causar a
podriddo seca das raizes em agave. Essa doenga, juntamente com a murcha,
ocasiona alto impacto econdémico na producdo de A. tequilana var. Azul. A
caracterizacdo dos isolados associados a plantas doentes revelou a presenca de

espécies de Fusarium como F. oxysporum, F. solani, F. falciforme, além de duas
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espécies nao identificadas, mas pertencentes aos complexos Fusarium solani (FSSC)
e Fusarium fujikuroi (FFSC) (LOPEZ-BAUDISTA et al., 2020).

Entre as doencas fungicas que infectam a parte aérea das agaves estao:
antracnose, mancha cinza e mancha necrotica. Cercospora agavicola é o agente
causal da mancha cinza no México. Visando o aprimoramento dos programas de
controle preventivos de doengas em agave, estudos de monitoramento das variaveis
climaticas favoraveis a ocorréncia da doenca vém sendo feitos (CORIA-CONTRERAS
et al.,, 2019). Cladosporium herbarum foi descrito como patdogeno causador de
manchas necroticas das hastes de A. angustifolia no México. Essa espécie é
normalmente considerada um patdégeno oportunista, tendo sido encontrada causando
doenca em Agave americana na Italia (BENSCH et al., 2021) e no México (DUQUE-
BAUTISTA et al., 2017).

No Brasil, de acordo com Farr e Rossman (2021), nove espécies de fungos foram
associadas a doencas em Agave spp., sendo eles: Calonectria transiens,
Ceuthocarpon didymosporum, Colletotrichum gloeosporioides, Coniothyrium sp.,
Leptosphaeria agaves, Nectria arenula, Nectria ochroleuca, Nectriella callorioides e
Phyllosticta agaves. No entanto, essas descricfes foram feitas com base apenas em
caracteres morfologicos. Ha também relatos de Alternaria sp., Asterina mexicana,
Colletotrichum sp., Diplodia sp. Diplodinia sp. e Phoma sp. (QUEIROGA et al., 2020).
Porém, esse relato ndo descreve como os fungos foram identificados, nem se testes
de patogenicidade foram realizados. Sabe-se que para a precisa identificacdo de
fungos como agentes etiolégicos de doencas de plantas, € necessaria a identificacdo
por meio de caracteres morfoldgicos, filogenéticos de genes ou regides génicas, e
teste de patogenicidade.

Os relatos sédo, em sua maioria, feitos em A. sisalana, o sisal, devido a sua
importancia econdmica, sobretudo no estado da Bahia, maior produtor. Outra doenca
registrada no Brasil, € a podridao do tronco do sisal, que acreditavam ser causada por
Pythium aphanidermatum (BOCK, 1965). Posteriormente, foi associada a
Botryodiplodia sp. (sin. Lasiodiplodia), em estudo que incluia também teste de
patogenicidade, onde confirmaram que esse fungo era o agente causal da podridao
do tronco, relatado no estado na Paraiba por Lima et al. (1998).

Entretanto, em pesquisa recente, por meio de filogenia molecular, caracteres
morfologicos e teste de patogenicidade, Aspergillus welwitschiae foi reconhecido

como o agente causal da podriddo do tronco do sisal (DUARTE et al., 2018). Antes a
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doenca foi associada a Botryodiplodia sp. (LIMA et al., 1998), Pythium
aphanidermatum (BOCK, 1965) e Aspergillus niger (COUTINHO et al., 2006). No
entanto, estes estudos eram imprecisos, pela razdo que ndao adotaram uma analise
polifasica para identificagdo do patdogeno. Desta maneira, Duarte et al. (2018) é
conclusivo que A. welwitschiae é o agente etioldgico da doenca podriddo do tronco do

sisal no Brasil.

2.4 Colletotrichum spp.

Colletotrichum é um grande género que pertence a classe dos Ascomicetos
(Glomerellaceae, Sordariomycetidae, Sordariomycetes, Ascomycota) que abrange
diversas espécies causadoras da antrachose e outras doencas em muitas culturas
(BAILEY; JEGER, 1992). Os fungos possuem distribuigdo mundial (JAYAWARDENA
et al., 2020), causando maiores danos em regides tropicais e subtropicais (WALLER,
1992).

O género Colletotrichum é um dos grupos mais importantes de patégenos de
plantas cultivadas (JAYAWARDENA et al, 2021; DEAN et al, 2012).
Taxonomicamente, apresenta como caracteristica tipica o conidiomata acervular,
estrutura onde se encontram os conidiéforos. Outra caracteristica marcante deste
género € a presenca do apressoério (SUTTON, 1992; FREEMAN et al.,1998). H4 mais
de 900 epitetos de Colletotrichum listados no Index Fungorum (2020),
compreendendo ao menos 248 espécies ja aceitas na literatura (JAYAWARDENA et
al., 2021). A maioria das espécies estao agrupadas em 14 complexos de espécies,
nomeadamente acutatum, boninense, caudatum, dematium, destructivum,
dracaenophilum, gigasporum, gloeosporioides, graminicola, magnum, orbiculare,
orchidearum, spaethianum e truncatum (JAYAWARDENA et al., 2021; MARIN-FELIX
et al., 2017; DAMM et al., 2019).

A antracnose, doenca provocada por espécies de Colletotrichum, leva a reducao
da produtividade em um grande nimero de lavouras em todo o mundo (DA SILVA et
al., 2020), incluindo cereais, gramineas, leguminosas, hortalicas, culturas perenes
(frutiferas), bem como plantas ornamentais. Foi validado como o oitavo fungo
fitopatogénico mais eminente em todo o mundo em razao de sua importancia cientifica
e econbmica (DEAN et al., 2012; PHOULIVONG, 2011). Diferentes espécies de

Colletotrichum podem infectar diferentes partes da mesma planta hospedeira,
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causando doencas distintas, que ocorrem sucessivamente durante o desenvolvimento
da planta (FREEMAN, 2000).

Os fungos do género Colletotrichum possuem estilo de vida variado. Podem ser
amplamente categorizados como endofitico, hemibiotréfico, necrotrofico, latente ou
quiescente (SILVA et al., 2017). E dentre esses 0s mais comumente encontrados e
descritos em Colletotrichum séo endofiticos e fitopatogénicos hemibiotroficos (SILVA
et al., 2020).

Por ser um género complexo, Colletotrichum tém padrbes de estilos de vida
diferentes que variam entre grupos de espécies, muitos dos quais podem alternar
entre estilos de vida (JAYAWARDENA et al., 2021).

As espécies de Colletotrichum passam por varias transforma¢des na morfologia
celular e na infec¢do. Familias de genes especificos e interacdes bioquimicas, como
a producéo de enzimas e metabdlitos secundéarios regulam os padrdes de estilo de
vida das espécies de Colletotrichum (O'CONNELL et al., 2012; GAN et al., 2016;
SILVA et al, 2017). Com o avanco de pesquisas baseadas na gendomica e
transcriptbmica, foram reveladas informacdes valiosas na relacdo entre genética e
estilos de vida de Colletotrichum (GAN et al., 2013, 2016, 2019; ZEILINGER et al.,
2016). Esses estudos forneceram dados sobre a evolucdo dos estilos de vida de
Colletotrichum e suas relagdes funcionais, como também alvos potenciais para
conducado de mais pesquisas (CROUCH et al., 2014).

Compreender o ciclo de vida de um fungo pode levar a compreensao do proprio
fungo. As espécies de Colletotrichum tém formas assexuadas e sexuadas em seu
ciclo de vida, que ocorrem na planta hospedeira ou em restos de plantas. Para
completar o ciclo de vida, na metamorfose assexuada o fungo produzird um acérvulo,
uma estrutura formada intracuticularmente no tecido vegetal (KHAN; HSIANG, 2003).
A tensédo na cuticula aumenta, uma vez que o micélio fingico cresce entre a epiderme
e essa pelicula da planta. Essa forca a quebra da cutis e exposicdo do acérvulo
maduro (SUTTON, 1992).

Segundo Phoulivong (2011), algumas espécies de Colletotrichum formam
microesclerédios, que funcionam como estruturas de sobrevivéncia, 0 que permite ao
fungo permanecer no estado de dorméncia no solo, tanto durante o inverno como em
condicdes de estresse. Os microesclerddios sobrevivem por anos no solo; no caso do
uso de rotagdo de culturas, é possivel que ocorra reducdes significativas no inoculo.

Com relacéo aos apressorios, estes também atuam como estruturas de sobrevivéncia
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até que um peg (hifa) de penetracdo se forme e penetre na superficie intacta do
hospedeiro (RATANACHERDCHAI et al., 2010).

O processo de infec¢do ocorre quando o conidio de Colletotrichum adere-se e
germina a superficie da planta hospedeira, em sequéncia emite o tubo germinativo
formando em sua extremidade o apressério que acaba germinando, dando inicio ao
peg de penetracdo, que entra de forma direta na superficie do tecido hospedeiro.
Abaixo da cuticula e da epiderme ha o crescimento do fungo que penetra as células
epidérmicas. Dentro dos tecidos vegetais seu estabelecimento se da com o auxilio da
producdo de efetores de viruléncia (BAILEY et al., 1992; PERFECT et al., 1999;
KLEEMAN et al., 2012; LIAO et al., 2012; O'CONNELL et al., 2012).

Segundo Sutton (1992), os conidios de todas as espécies de Colletotrichum séo
envolvidos por uma matriz gelatinosa, constituida de polissacarideos e proteinas. Eles
sao liberados pela acdo dos respingos da chuva ou irrigacdo que favorece a diluicdo
da matriz mucilaginosa, sendo dessa forma dispersos pela acéo do vento e causam
novas infeccbes em qualquer 6rgéo da planta (SANTOS FILHO et al., 2003).

A presenca de agua livre e umidade relativa do ar elevada favorecem a
germinacao dos esporos. O processo de germinacao dura em média de 6 a 8 horas,
seguido pelo desenvolvimento do apressoério com duracdo de 10 a 12 horas, em
sequéncia ocorre a penetracdo no hospedeiro. O fungo tem capacidade de penetrar o
tecido que ja esta infectado em qualquer fase de desenvolvimento de forma direta ou
indireta. A principal fonte do in6culo de Colletotrichum s@o os restos culturais
constituidos por peciolo, folhas, frutos senescentes infectados tanto na planta como
nos que se encontram no solo, além de variados hospedeiros secundarios
(CARDOSO; FREIRE FILHO, 2002).

Apods a formacao das colbnias, estas entram em uma fase biotréfica com tecidos
infectados, que externamente permanecem assintomaticos por dias ou estendem-se
envolvendo dorméncia (DE SILVA et al.,, 2017). A maioria das espécies de
Colletotrichum desenvolve um estagio necrotrofico em seus ciclos de vida. Durante
esta fase, o fungo infecta e coloniza ativamente as células vegetais, levando a morte
significativa das células vegetais onde aparecem as lesbes patogénicas
(JAYAWARDENA et al., 2021).

Na fase necrotrofica, as hifas secundarias comecam a emergir das hifas
primarias invadindo as células vizinhas. Necrotroficos normalmente secretam enzimas

que degradam a parede celular, fitotoxinas que matam os tecidos vegetais e outras
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enzimas extracelulares em tecidos do hospedeiro antes e durante a colonizagéo. A
infeccdo necrotrofica geralmente envolve varios estagios: fixagdo de conidios,
germinacao, penetracdo do hospedeiro, formacdo da lesdo primaria, expansao da
lesdo e dilaceracdo do tecido, seguida de esporulacdo (PRINS et al., 2000). O
patébgeno posteriormente sobrevive no conteddo das células mortas ou doentes e
completa seu ciclo de vida (LALUK; MENGISTE, 2010; O'CONNELL et al., 2012; GAN
et al., 2013). Quando ha atraso no aparecimento dos sintomas da doenca, ha perdas
significantes na pos-colheita (PRUSKY; PLUMBLEY, 1992; O'CONNELL et al., 2000).

O género Colletotrichum vém passando por grandes mudancas taxonémicas. Na
era pré-molecular, a taxonomia das espécies de Colletotrichum era
predominantemente baseada em caracteres morfolégicos e culturais, como tamanho
e forma de conidios e apressorios, presenca ou auséncia de cerdas, cor da col6nia e
taxa de crescimento (SUTTON, 1992). No entanto, esses caracteres nem sempre séo
confiaveis para a diferenciacdo de espécies (CAl et al. 2009). O entendimento atual
da taxonomia de Colletotrichum e a aplicacdo de vérias técnicas na definicdo de
espécies dentro do género sédo de extrema relevancia.

Segundo Jayawardena et al. (2016) ha registros de Colletotrichum em espécies
de agave em diversos paises como Cuba, El Salvador, Haiti, Italia, Jamaica, México,
Holanda e EUA. Além disso, espécies de Colletotrichum foram identificadas a partir
de plantas da familia Agavaceae: Agave na Holanda e México, Dracaena na China, e
Phormium na Nova Zelandia, Inglaterra, Africa do Sul e Alemanha, das quais cinco
espécies de Colletotrichum foram identificadas: C. agaves, C. boninense, C.
dracaenophilum, C. gloeosporioides e C. phromii (FARR et al., 2006). C. agaves, C.
dracaenophilum e C. phromii parecem ocorrer apenas em plantas dessa familia.

Espécimes de C. agaves de Cuba, El Salvador, Haiti, Italia, Jamaica, México,
Holanda e EUA também foram analisadas por meio dos caracteres morfologicos.
Embora nenhum espécime tenha sido localizado em cole¢des micolédgicas, ha relatos
da ocorréncia de C. agaves na China, Coréia do Sul, Filipinas e Taiwan. Um possivel
espécime de C. agaves coletado em Campinas (SP), Brasil, cujo nome de depdsito
era Gloeosporium agaves (sin. C. agaves) foi examinado, e constataram que néo se
tratava de C. agaves (FARR et al., 2006).

De acordo com Farr et al. (2006), C. agaves pode ser distinguida de outras

espécies de Colletotrichum de Agavaceae pela presenca de numerosas setas de
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coloracdo preta que comumente se desenvolvem nos acérvulos. Além disso, 0s
conidios sdo maiores, medindo 19-30,5 x 5-8,5 um.

Das cinco espécies de Colletotrichum encontradas em Agavaceae, apenas C.
agaves nao esta inserido em nenhum dos 14 complexos de espécies de
Colletotrichum conhecidos (CANNON et al., 2012; DAMM et al., 2012b; DAMM et al.,
2019). Além disso, apenas dois isolados de C. agaves foram descritos e somente
sequéncias das regides génicas da subunidade maior do gene rDNA (LSU) e do
espacador transcrito interno (ITS) estdo disponiveis em bancos de dados de DNA. H3,
portanto, clara dificuldade na andlise de possiveis novos isolados de C. agaves, uma
vez que faltam dados acerca de sequéncias de genes housekeeping, 0s quais sao
atualmente imprescindiveis na identificacao de espécies de Colletotrichum (VIEIRA et
al., 2020).

Recentemente foi proposta nova abordagem para a identificacéo de espécies de
Colletotrichum (BHUNJUN et al., 2021). A proposta compreende estimar o tempo de
divergéncia entre as espécies aliado a andlises filogenéticas. Baseado no nivel
elevado de congruéncia, foi proposto um novo complexo de espécies - Colletotrichum
agaves, contendo cinco taxa que sao caracterizados pela presenca de conidios retos
ou ligeiramente curvados com apices obtusos. As espécies propostas para compor
esse novo complexo sdo: C. agaves, C. euphorbiae, C. ledebouriae, C.
neosansevieriae e C. sansevieriae.

No Brasil, os estudos sobre a ocorréncia de Colletotrichum em plantas do género
Agave reportam a antracnose no sisal, associada supostamente a C. agaves
(SUINAGA et al.,, 2019). Contudo, esse registro nao satisfaz as exigéncias de
identificacdo de uma espécie fungica, porquanto ha falta de dados importantes para a
confirmacédo da identidade do fungo como marcadores morfolégicos e filogenéticos,
como também do teste de patogenicidade. De acordo com o exposto, no Brasil ha
falta de informacdes disponiveis sobre o agente causal da antracnose em agaves. E
sabido da necessidade de conhecer as espécies de Colletotrichum capazes de causar
doencas em plantas ornamentais, pois estas podem atuar como reservatério de
patégenos, os quais podem causar infec¢des cruzadas em plantas agronomicamente

importantes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéo dos isolados, isolamento e cultivo monosporico

Em agosto de 2018, foram observadas plantas de A. angustifolia com sintomas
de manchas necrdticas nas margens foliares, em um jardim (Coordenadas
5°3'55.20”S, 42°47°5.98”0) na cidade de Teresina. Folhas sintomaticas foram
coletadas e levadas ao Laboratorio de Fitopatologia, do Departamento de Fitotecnia,
UFPI.

Para o isolamento do agente causal, foram cortados fragmentos do tecido
(margem entre o tecido doente e o aparentemente saudavel), os quais foram
desinfestados em solugdo de etanol 70% por 1 minuto, hipoclorito de sodio 2% por 1
minuto, e agua destilada e esterilizada por 1 minuto, e secados em lencos de papel
esterilizados. Posteriormente, os fragmentos foram depositados em meio de cultura
batata-dextrose-agar (B.D.A.) em placas de Petri. As placas foram vedadas com
plastico filme e incubadas em estufa tipo BOD a 25 + 2 °C, com fotoperiodo de 12
horas. Os isolados fungicos foram repicados para novas placas de Petri contendo
meio de cultura BDA, e em seguida incubados novamente em estufa tipo BOD sob as
condicBes descritas, objetivando obter culturas puras para o cultivo monospdérico.

A obtencéo das culturas de esporos unicos foi realizada pela observacéo direta
dos isolados esporulantes em meio de cultura. Discos de micélio contendo massas de
esporos foram transferidos assepticamente para microtubos de 1,5 mL contendo agua
destilada esterilizada e agitados em agitador vortex. Duas gotas da suspensédo de
esporos foram transferidas com micropipeta automatica para a superficie de placas
com meio agar-agua, seguido de espalhamento com alca de Drigalski esterilizada, e
incubacédo das placas inclinadas por 24h a 25 + 2 °C. Os conidios germinados foram
transferidos para novas placas de Petri com meio de cultura BDA para obtencéo de
culturas puras e monosporicas (ALFENAS; MAFIA, 2007).

As culturas obtidas foram preservadas em papel filtro e silica, dentro de
microtubos de 1,5 mL, e mantidas em refrigerador a 4° C na colecdo de fungos

fitopatogénicos do Laborat6rio de Fitopatologia da UFPI (COUFPI).

3.2 Extracédo de DNA e amplificacdo por PCR
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Os isolados foram cultivados em meio de cultura BDA e incubados a 26 = 2°C.
Os micélios foram raspados da superficie do meio e o DNA genbmico foi extraido
usando o protocolo de Moller et al. (1992) com modificagbes. Foram amplificadas por
reacdo em cadeia da polimerase, PCR (do inglés polymerase chain reaction), as
regides génicas do espacador transcrito interno (ITS) com os primers ITS1 e ITS4
(WHITE et al., 1990), da subunidade maior do gene rDNA (LSU) com os primers LROR
e LR7 (VILGALYS; HESTER, 1990), e do gene actina (ACT) com os primers ACT-
512F e ACT783R (CARBONE; KOHN, 1999) (Tabela 1). Cada reacao consistiu de 10
ML de tampé&o Taq DNA polimerase; 2 uL de MgClz; 1 yL de dNTP Mix (100 nM), 1 pL
de cada primer (foward e reverse) (40 uM); 0,4 uL (5 u/uL) de Tag DNA polimerase, 1
ML de DNA e agua ultrapura autoclavada (g.s.p. para 50 uL). As reagdes de PCR foram
realizadas no termociclador automatico Axygen (Axygen, Applied Biosystems, Foster
City, EUA).

Tabela 1 Lista de primers usados para amplificar as sequéncias neste estudo.

Regido génica Primer Sequéncia (5’ — 3’) Referéncia

ITS ITS-1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG White et al (1990)
ITS-4 TCCTCCGCTTATTGATATGC White et al. (1990)

LSU LROR ACCCGCTGAACTTAAGC Vilgalys; Hester (1990)
LR7 TACTACCACCAAGATCT Vilgalys; Hester (1990)

ACT ACT - 512F ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC Carbone; Kohn (1999)
ACT - 783R  TACGAGTCCTTCTGGCCCAT Carbone; Kohn (1999)

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1
% em tampao TBE (Tris-Borato-EDTA) 0,5 (uM ou L), intercalados com brometo de
etidio e visualizadas sob luz ultravioleta no transiluminador UVB (Loccus do Brasil,
Sédo Paulo, Brasil). Os fragmentos amplificados foram editados e sequenciados em
ambas as direcOes (foward e reverse) pela empresa Macrogen (Macrogen, Inc., Seul,
Coréia do Sul), e os eletroferogramas foram analisados com o programa SegAssem
(HEPPERLE, 2004).

3.3 Andlise filogenética

As sequéncias de DNA obtidas neste estudo foram inicialmente analisadas por
BLASTn (www.ncbi.nim.nih.gov/blast) e otimizadas manualmente para assegurar a
homologia posicional. Os gaps foram tratados como dados perdidos. Os alinhamentos

multiplos das sequéncias foram gerados através da ferramenta MUSCLE do programa
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MEGA-X (KUMAR et al.,, 2018). A Inferéncia Bayesiana foi realizada utilizando o
programa MrBayes v 3.2.6 (RONQUIST; HUELSENBECK, 2003). O programa
MrModelTest v 2.3 foi utilizado para a determinacdo dos modelos de substituicdo
nucleotidica mais apropriados ao alinhamento das sequéncias nucleotidicas das
regides génicas ITS e LSU e gene ACT. As analises foram realizadas empregando o
método de Monte Carlo via Cadeia de Markov (MCMC) - para gerar arvores
filogenéticas com probabilidade posterior. As arvores foram amostradas ao acaso a
cada 1000 geracOes e 25% das arvores iniciais foram descartadas. As arvores foram
editadas pelo programa Figtree 3.1 (RAMBAU, 2009). As sequéncias de referéncias
das regifes ITS, LSU e ACT de espécies de Colletotrichum, disponiveis no GenBank,
foram incluidas nas analises (Tab. 1). As sequéncias correspondentes as regides ITS,
LSU e ACT da espécie Monilochaetes infuscans (CBS 869.96) foram usadas como
outgroup.

Os melhores modelos de substituicdo de nucleotideos, selecionados de acordo
com o “Akaike information criterion” (AIC), foram GTR+I+G para ITS e LSU, e
HKY+I+G para ACT.

3.4 Caracterizacdo morfoldgica

Um disco micelial de 5 mm de didmetro da borda de colonia de 5 dias de idade
foi transferido assepticamente para o centro de placas de Petri com meio de cultura
BDA. Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado com trés repeticdes para
cada isolado. As placas foram incubadas em estufa tipo BOD a 25 + 2 °C sob luz
fluorescente continua durante sete dias. Apds esse periodo, foram avaliados a cor e
0 aspecto das culturas, tamanho e forma dos conidios dos isolados. A medicdo do
crescimento da col6nia foi feita com uso de régua milimetrada ao final de seis dias de
crescimento apds a repicagem, medindo-se o diametro da colénia em dois sentidos
perpendiculares entre si.

Para observacdo do tamanho e forma dos conidios, massas de conidios de
uma cultura esporulante foram raspadas e transferidas para superficie de cubos de
agar-agua (10 mm?) postos sobre gotas de agua destilada esterilizada em uma lamina
de microscoépio, e em seguida cobertos com laminula. As imagens dos conidios foram
registradas com camera digital Tucsen (Tucsen Imaging Technology Co. Ltd., Fuzhou,
Fujian, PR China) acoplada ao microscopio Opton TNB-41T-PL conectado ao
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computador com o software Tsview v. 6.13.2. As medidas (comprimento e largura) de
50 conidios por isolado foram obtidos com o software de andlise de imagem
MicroMeasure v. 3.3 (Universidade do Estado de Colorado, Colorado, EUA).

Para a obtencdo de apressorios, conidios de culturas esporulantes foram
inoculados em gotas de agua destilada esterilizada na superficie de cubos de agar-
adgua (10 mm?) colocados em lamina de microscopio esterilizada, cobertos com
laminula e incubados em placas de Petri sob condi¢cbes de camara Umida no escuro
por até 24h. A seguir, as imagens dos apressorios foram obtidas com camera digital
descrita anteriormente. O comprimento e a largura de 10 apressoérios de cada isolado
foi medido com o software MicroMeasure v. 3.3.



Tabela 2 Isolados e sequéncias de Colletotrichum spp. usadas nas analises filogenéticas.

NUmero da cultura

Nimero de acesso no GenBank®

Nome da espécie Hospedeiro Origem
em colecdo? ITS ACT LSU

C. acutatum CBS 112996 Carica papaya Austrélia JQO05776 JQ005839 MH874481
C. agaves CBS 118190 Agave striata México DQ286221 - DQ286222
C. boninense CBS 123755 Crinum asiaticum Japao JQO005153 JQO005501 MH874855
C. circinans CBS 221.81 Allium cepa Sérvia GU227855 GU227953 MH873089
C. cliviae CBS 125375 Clivia miniata China MH863509 MG600939 MH874998
C. colombiense CBS 129818 Passiflora edulis Colémbia MHB865416 JQO005522 MH876878
C. curcumae IMI 288937 Curcuma longa India GU227893 GU227991 -

C. dematium CBS 125.25 Erynginum camplestre Franca GU227819 GU227917 MH866311
C. destructivum CBS 136228 Trifolium hybridum EUA KM105207 KM105417 -

C. doitungense MFLUCC 14-0128 Dendrobrium sp. Tailandia MF448524 MH376385 -

C. dracaenophilum CBS 118199 Dracaena sanderana China JX519222 JX519238 -

C. dracaenophilum CBS 119360 Dracaena sp. China MG600711 - DQ286208
C. euphorbiae CBS 134725 Euphorbia sp. Africa do Sul KF777146 KF777125 -

C. gloeosporioides CBS 112999 Citrus sinensis Italia JQO005152 JQO005500 -

C. gloeosporioides CBS 119201 Orquidea Jamaica - - DQ286179
C. graminicola M 1.001/ CBS 130836 Zea mays EUA JQO05767 JQO005830 -

C. guizhouensis CGMCC 3.15112 desconhecido desconhecido JX625158 KC843536 -

C. hippeastri CBS 125376 Hippeastrum vittatum China MH863510 JQO05579 MH874999
C. ledebouriae CBS 141284 Ledebouria floribunda Africa do Sul KX228254 KX228357 -
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NUmero da cultura

Nimero de acesso no GenBank®

Nome da espécie Hospedeiro Origem
em colecéo? ITS ACT LSU

C. liaoningense CGMCC 3.17616 Chili pepper China KP890104 KP890097 -

C. lindemuthianum CBS 144.31 Phaseolus vulgaris Alemanha JQO005779 JQ005842 MH866611
C. lineola CBS 125337 Apiaceae Republica Checa GU227829 GU227927 MH875018
C. magnisporum CBS 398.84 Desconhecido desconhecido KF687718 KF687803 -

C. magnum CBS 519.97 Citrullus lanatus EUA MG600769 MG600973 -

C. navitas CBS 125086 Panicum virgatum EUA JQO005769 JQ005832 -

C. neosansevieriae  CBS 139918 Sansevieria trifasciata Africa do Sul KR476747 KR476790 KR476780
C. ocimi CBS 298.94 Ocimum basilicum desconhecido KM105222 KM105432 -

C. orbiculare CBS 570.97 Cucumis sativus desconhecido KF178466 KF178563 -

C. orchidearum CBS 135131 Dendrobium nobile Holanda MG600738 MG600944 -

C. orchidis MFLUCC 17-1302 Orchis sp. Italia MK502144 MK486853 =

C. phormii CBS 118194 Phormium sp. Alemanha JQ948446 JQ949767 MH877757
C. pluvivorum CBS 125474 Coffea sp. Vietna MG600718 MG600925 -

C. sansevieriae MAFF 239721 Sansevieria trifasciata Japéo LC179806 LC180127 -

C. siamense MFLU 090230 Coffea arabica Tailandia FJ972613 FJ907423 -

C. spaethianum CBS 167.49 Funkia sieboldiana Alemanha GU227807 GU227905 MH868015
C. trichellum CBS 118198 Hedera sp. Guatemala GU227813 GU227911 DQ286153
C. truncatum CBS 151.35 Phaseolus lunatus EUA GU227862 GU227960 MH867120
C. viethamense CBS 125478 Coffea sp. Vietna KF687721 KF687792 MH875166
C. yunnanense CBS 132135 Buxus sp. China JX546804 JX519239 MH877404



aCBS: Culture collection of the CBS-KNAW Fungal Biodiversity Centre, Utrecht, The Netherlands; CGMCC: China General Microbiological Culture Collection; IMI: International Mycological
Institute, CABI-Bioscience, Europe-UK, Egham, Bakeham Lane; MFLUCC: Mae Fah Luang University Culture Collection, Chiang Rai, Thailand; BPI, US National Fungus Collections; MAFF:

NIAS Genebank, Microorganism Section, Tsukuba, Japan; CPC: Working collection of Pedro W. Crous, housed at CBS, Utrecht, The Netherlands. PITS: internal transcribed spacer regions
1 and 2 including the 5.8S rRNA gene; ACT: actin gene; LSU: Large subunit ribosomal ribonucleic acid.

31



32

3.5 Teste de patogenicidade

Para obtencédo das plantas, mudas clones de A. angustifolia com trés
meses de idade foram transplantadas para vasos de plasticos de 3,0 L contendo
terra vegetal, mantendo-as em casa de vegetacao. As plantas foram irrigadas
diariamente e nao foram fertilizadas durante o experimento.

Os isolados COUFPI 217 e COUFPI 219 foram cultivados em meio de
cultura BDA por sete a 14 dias sob a temperatura de 25 = 2 °C, com ciclo de
alternancia de 12 horas. Para a obtencédo das suspensdes de conidios, foram
adicionados 10 mL de agua destilada esterilizada a superficie do micélio crescido
em meio de cultura, que foi em seguida suavemente raspado com alca de platina.
As estruturas fungicas em suspensdao foram acondicionadas em béquer
esterilizado. A suspenséo foi filtrada através de duas camadas de gaze estéril. A
concentragdo de conidios foi determinada em Camara de Neubauer e ajustada
para a concentracdo de 1 x 10° esporos / mL de dgua destilada esterilizada.

A inoculacdo dos isolados foi realizada por meio da aplicacdo das
suspensdes de conidios em folhas artificialmente feridas (ALFENAS; MAFIA,
2007). Foram feitos dois ferimentos: um na regiéo distal, outro na regido mediana
da folha em todas folhas das plantas que foram inoculadas. Foram inoculadas
cinco plantas sadias para cada isolado. E outras cinco plantas foram usadas
como testemunhas nédo inoculadas, que foram pulverizadas apenas com agua
destilada esterilizada. Apés a inoculacao, as plantas foram envolvidas em sacos
plasticos, para manter a umidade alta, e mantidas a temperatura de 26 °C em
sala climatizada. As camaras umidas foram removidas apés 48h, e as plantas
foram monitoradas, diariamente, quanto ao desenvolvimento dos sintomas.

O experimento foi organizado em delineamento inteiramente casualizado
com 3 tratamentos (2 isolados de Colletotrichum e o controle) com cinco
repeticdes por tratamento. A parcela experimental consistiu de um vaso com uma
planta.

Visando completar os Postulados de Koch realizou-se o procedimento de
reisolamento dos fungos a partir das folhas de plantas inoculadas, bem como

das plantas testemunhas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Andlise filogenética

Baseado nas analises filogenéticas das sequéncias ITS e LSU os isolados
COUFPI 217 e COUFPI 219 agruparam no mesmo clado com o isolado referéncia de
C. agaves (CBS 118190), com elevado suporte (Bpp=1,0) (Fig. 1), e proximos a C.
euphorbiae, C. neosansevieriae, C. ledebouriae e C. sansevieriae (Fig. 1), os quais,
juntos com C. agaves, formam o recém proposto complexo de espécies Colletotrichum
agaves (BHUNJUN et al., 2021).

Colletotrichum agaves foi descrito a partir de isolados obtidos de Agave
americana da Holanda (CBS 318.79) e Agave striata do México (CBS 118190) (FARR
et al.,, 2006). Nesse estudo, além de C. agaves, foram observadas quatro outras
espécies de Colletotrichum infectando plantas da familia Agavaceae: C. boninense,
C. dracaenophilum, C. gloeosporioides e C. phormii. Destas espécies, trés parecem
ser exclusivas de agavaceas: C. agaves, C. dracaenophilum e C. phormii. E C.
dracaenophilum foi descrito como uma nova espécie para isolados com conidios
longos ocorrendo em Dracaena sanderiana da China.

Na tentativa de gerar mais informacdo sobre os isolados COUFPI 217 e
COUFPI 219, o gene ACT de ambos os isolados foi sequenciado. A andlise
filogenética revelou o agrupamento destes isolados com as demais espécies do
complexo Colletotrichum agaves com elevado suporte (Bpp=1,0) (Fig. 2). Nessa
analise, os isolados COUFPI 217 e COUFPI 219 permaneceram juntos, mas
separados das outras espécies, ou seja, Ndo agruparam com nenhuma outra espécie
além de C. agaves (Fig. 2). A auséncia de sequéncias do gene ACT dos hol6tipos de
C. agaves impossibilita a andlise filogenética mais acurada, uma vez que a regides
génicas ITS e LSU sdo menos informativas quando comparadas aos genes
housekeeping, como actina, histona, B-tubulina dentre outros. Apenas dois isolados
de C. agaves foram descritos no mundo, e apenas sequéncias das regides génicas
ITS e LSU estdo disponiveis no GenBank (DQ286219 a DQ286222). Portanto, é
notoria a lacuna de informacédo genética de C. agaves. O sequenciamento de genes
housekeeping dos isolados referéncia (hol6tipos) de C. agaves permitiria confirmar o

posicionamento taxondmico desta espécie.
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C. liaoningense CGMCC 3.17616

Figura 1. Arvore filogenética bayesiana de isolados de Colletotrichum agaves de Agave
angustifolia. A arvore foi construida usando sequéncias concatenadas das regides génicas
ITS e LSU. Os valores de probabilidade posterior bayesiana sédo indicados acima dos nés. As
sequéncias geradas neste estudo estdo destacadas em negrito. A analise foi realizada com
sequéncias de culturas ex-tipo ou auténticas. A barra da escala (0,02) representa
substituicfes de nucleotideos por sitio. A arvore estéd enraizada com Monilochaetes infuscans.

Possivelmente em razdo do pequeno numero de isolados de C. agaves

descritos, e da escassez de sequéncias de DNA disponiveis, esta espécie tenha

recebido pouca atencdo dos micologistas/sistematas.
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Figura 2. Arvore filogenética bayesiana de isolados de Colletotrichum agaves de Agave
angustifolia. A arvore foi construida usando sequéncias do gene ACT. Os valores de
probabilidade posterior bayesiana sao indicados acima dos nés. As sequéncias geradas neste
estudo estdo destacadas em negrito. A andlise foi realizada com sequéncias de culturas ex-
tipo ou auténticas. A barra da escala (0,07) representa substituicdes de nucleotideos por sitio.
A arvore esta enraizada com Monilochaetes infuscans.
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4.2 Caracterizacdo morfolégica

A caracterizacdo morfologica dos isolados revelou fungos com micélio aéreo
aveludado de coloracdo creme, reverso marrom, de crescimento concéntrico e
margens lisas e onduladas (Fig. 3 C, D). Os conidiomatas apresentaram a coloracao

levemente marrom em ambos 0s isolados.

Figura 3. Colletotrichum agaves (COUFPI 219) em Agave angustifolia. Sintomas em folhas
naturalmente infectadas (A, B). Verso (C) e reverso (D) do fungo em meio de cultura BDA.
Conidios (E). Apressorios (F). Sintomas nas folhas inoculadas ao 3° (G) e 8° (H) dias apoés a
inoculagéo. Barras: 20 pm (E); 10 um (F).

Os conidios produzidos por ambos os isolados foram hialinos, asseptados, com
formato cilindrico, com extremidades arredondadas e, as vezes, com uma das
extremidades aguda (Fig. 3E). Os conidios apresentaram comprimento médio de 16,3
um (12,2-20,8) e largura de 3,9 um (3,0-4,2).

Os apressoérios (Fig. 3F) sdo arredondados (ovoides) e lisos (margens sem
ondulacbes) ou subglobosos; apresentaram comprimento médio de 10,0 um (6,7-
14,7) e largura de 6,3 um (4,9-10,4). Nao foram observados peritécios, ascOsporos e

setas em nenhum dos isolados.
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Os isolados de C. agaves descritos por Farr et al. (2006) possuem conidios
com dimensdes (23,5 x 6,5 um) superiores aquelas dos isolados COUFPI 217 e
COUFPI 219. Além disso, nao foi observada a producdo de setas em meio de cultura
pelos isolados COUFPI 217 e COUFPI 219, em contraste ao observado por Farr et al.
(2006), os quais observaram numerosas setas nos acérvulos em meio de cultura &gar-
agua. Aos seis dias de crescimento, os isolados COUFPI 217 e COUFPI 219
apresentaram coldnias de 3 a 4 cm de diametro. Os isolados de C. agaves
caracterizados por Farr et al. (2006) apresentaram crescimento de 3,7 a 4,2 cm no
mesmo periodo. A causa das variagfes descritas acima permanece inexplicada. Para
esclarecer essa questao, é necessaria a caracterizacao morfoldégica de maior nimero

de isolados de C. agaves.

4.3 Teste de patogenicidade

Os isolados COUFPI 217 e COUFPI 219, obtidos de lesbes necroticas de folhas
de A. angustifélia (Fig. 3A, B), foram patogénicos quando inoculados em mudas sadias
desta espécie, causando lesdes necroticas, de coloracdo preta, que se tornaram
deprimidas conforme a coloniza¢do do tecido. Os sintomas surgiram 2 dias ap0s a
inoculacao (D.A.l.), com o surgimento de lesBes pretas e circulares no tecido (Fig. 3G).
Aos 4 DAl as lesbes tornaram-se deprimidas e aumentaram rapidamente de tamanho.
A partir do 8° DAI pode-se observar a coalescéncia das lesdes, fazendo com que mais
da metade da folha se tornasse sintomatica (Fig. 3H). No 11° DAI os sintomas
alcancaram o colo da planta, ocasionando a morte do 6rgdo. Péde-se constatar,
portanto, a elevada agressividade dos isolados fungicos em causar doenca em A.
angustifolia, devido a precocidade no surgimento e no rapido desenvolvimento dos
sintomas.

Nenhum sintoma foi observado nas plantas utilizadas como testemunhas. C.
agaves foi reisolado de todas as plantas inoculadas, completando os Postulados de
Koch. Com a excecéo do presente estudo, de acordo com Jayawardena et al. (2021)
nao sdo conhecidos testes de patogenicidade de C. agaves. Nenhuma outra espécie

fungica foi isolada das plantas inoculadas ou ndo inoculadas.
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5 CONCLUSOES

Por meio do uso de marcadores morfoldgicos, filogenia das regides génicas
ITS, LSU e ACT, e teste de patogenicidade, € possivel concluir que C. agaves é o
agente causal da antracnose observada em A. angustifolia coletada em Teresina,

Piaui.
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