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RESUMO

Entre as doengas que atacam o feijoeiro destaca-se a antracnose, causada pelo fungo
Colletotrichum lindemuthianum. Nos ultimos anos, linhagens de Colletotrichum spp, fase
anamorfica e teleomorfica, tém sido isoladas de lesbes de antracnose e, também, de sarna,
uma doenga emergente do feijoeiro. Essas linhagens de Colletotrichum tém sido investigadas
por meio de caracterizacdo morfolégica e patogénica. No entanto, ainda, ndo ha consenso
sobre a filogenia dessas espécies envolvidas no patossistema Colletotrichum-antracnose-
sarna-feijoeiro. Portanto o objetivo do presente trabalho foi identificar as espécies associadas
a antracnose e a sarna do feijoeiro, por meio de analise filogenética multilocus, além da
caracterizacdo morfoldgica. Trinta e duas linhagens do género Colletotrichum isoladas de
lesBes de antracnose e sarna do feijoeiro foram utilizadas na analise multilocus para os genes
de actina, B-tubulina e GAPDH juntamente com 28 acessos do GenBank do género
Colletotrichum. Dados morfolégicos das linhagens também foram utilizados para a
identificacdo das espécies envolvidas. A andlise filogenética multilocus mostrou a associagdo
das linhagens, em quatro clados distintos, sendo que seis linhagens foram agrupadas no clado
de C. lindemuthianum, uma linhagem com C plurivorum, sete linhagens foram associadas a C.
sojae e duas linhagens foram associada com C. karstii. Pelos resultados obtidos na filogenia
multilocus e anélise morfoldgica, foi possivel constatar que as linhagens do presente trabalho
associadas ao clado de C. lindemuthianum sdo, de fato, a fase teleomorfica de C.
lindemuthianum. Assim, as linhagens avaliadas e associadas a antracnose e a sarna do
feijoeiro pertencem a um o complexo composto pelas espécies C. lindemuthianum, C. sojae e
C. karstii

Palavras-chave: Analise multilocus. Fitopatogenos. Filogenia.



ABSTRACT

Anthracnosis is one of the diseases that attack the common bean, caused by the fungus
Colletotrichum lindemuthianum. In recent years, Colletotrichum spp lines, in the anamorphic
and teleomorphic phases, have been isolated from anthracnose and scab lesions, the second an
emerging disease on the common bean. These Colletotrichum lines have been investigated
through morphological and pathogenic characterization. However, there is still no consensus
on the phylogeny of these species involved in the Colletotrichum-anthracnose-scab-common
bean pathosystem. Therefore, the objective of this work was to identify species associated
with anthracnose and scab on the common bean through multilocus phylogenetic analysis and
morphological characterization. We used 32 lines of the Colletotrichum genus isolated from
anthracnose and scab lesions on common beans in the multilocus analysis for genes actin, p-
tubulin, and GAPDH along with 28 GenBank accesses from the Colletotrichum genus. We
also used morphological data from the lines to identify the species involved. The multilocus
phylogenetic analysis indicated the association of the lines in four distinct clades, with six
lines grouped in the C. lindemuthianum clade, one line in C plurivorum, seven lines
associated with C. sojae, and two lines associated with C. karstii. The results from the
multilocus phylogeny and morphological analyses showed that the lines associated with the C.
lindemuthianum clade are the teleomorphic phase of C. lindemuthianum. Therefore, the
lineages evaluated and associated with anthracnose and scab from the common bean belong to
a complex composed by the species C. lindemuthianum, C. sojae, and C. karstii.

Keywords: Multilocus analysis. Phytopathogens. Phylogeny.
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1 INTRODUCAO

O feijoeiro comum é uma cultura de importancia econémica e social no Brasil e em
outros paises no mundo. A ocorréncia de doencas é um dos fatores que causa prejuizos a
cultura. Entre as doencas que atacam o feijoeiro, destaca-se a antracnose, causada pelo fungo
Colletotrichum lindemuthianum. Nos ultimos anos, linhagens de Colletotrichum spp, fase
anamorfica e também a fase teleomorfica, tém sido isoladas de lesbes de antracnose e, ainda,
da sarna do feijoeiro (BARCELOS et al., 2014; DIAS, 2017; MOTA et al., 2016). Essas
linhagens de Colletotrichum tém sido investigadas por meio de caracterizacdo, morfoldgica e
patogénica (BARCELOS et al., 2014; DIAS, 2017; MARTINS, 2019; MOTA et al., 2016). A
sarna é uma doenca emergente inicialmente atribuida ao fungo Colleotrichum truncatum
(COSTA et al., 2001). No entanto ainda ndo h& consenso sobre o agente etioldgico. As
informacGes obtidas nesses trabalhos evidenciam que diferentes espécies de Colletotrichum
co-habitam lesGes de antracnose e sarna.

O feijoeiro no Brasil pode ser cultivado, em trés épocas, semeadura em fevereiro-
marc¢o, abril-julho e outubro-novembro, em diferentes regides, com condicGes climaticas
divergentes. Além disso, diferentes cultivares sdo utilizadas, nas regides de cultivo, sendo
que, normalmente, os produtores utilizam os graos colhidos como semente para 0 proximo
plantio. Esse fato contribui para que patdgenos, tais como 0s que causam a antracnose e sarna,
sejam disseminados por meio de sementes contaminadas. Em muitas regides, o cultivo do
feijoeiro ocorre em sucessao a soja ou ao milho. Portanto toda essa diversidade, nos sistemas
e condicGes, a que a cultura do feijoeiro €& submetida, torna esse patossistema
feijdo/antracnose/sarna singular. Todo esse cenario pode explicar a variabilidade das
linhagens de Colletotrichum spp. que tem sido relatada na literatura (BARCELOS et al.,
2014; KIMATI; GALLI, 1970; RODRIGUEZ-GUERRA et al., 2005; SHEAR; WOOD,
1913).

A filogenia no género Colletotrichum é um desafio, e varios complexos ja foram
identificados e estudos refinados, por meio de filogenia molecular multilocos, tém sido
realizados por varios autores, como: Cannon et al. (2012), Damm et al. (2014, 2019),
Phoulivong et al. (2010), Weir, Damm e Johnston (2012), Yang et al. (2009) e, no caso
particular de C. lindemuthianum, Liu et al. (2013).

O controle da antracnose, por meio de cultivares resistentes, € dificultado pela ampla
variabilidade genética e patogénica das populacdes de C. lindemuthianum. Acerca dessa

ampla variabilidade, nos ultimos anos, foram obtidas linhagens da fase telomdrfica do fungo
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C. lindemuthianum, a partir de lesdes de antracnose. Essas linhagens tém sido investigadas,
por meio de caracterizagdo morfolégica, molecular e patogénica, os resultados indicam que
essas linhagens ndo séo a fase teleomdrfica de C. lindemuthianum (BARCELOS et al., 2014).
Somados a esse fato, Mota et al. (2016) realizaram testes de patogenicidade com isolados de
Colletotrichum oriundos de lesdes de antracnose do feijoeiro. Tais estudos revelaram que,
apos a inoculacdo de alguns desses isolados, ocorreu 0 aparecimento de sintomas, nas vagens,
tipicos da sarna do feijoeiro. Além disso, Dias (2017), trabalhando com linhagens da fase
teleomorfica de C. lindemuthianum, obtidas de lesdo da sarna do feijoeiro, observou que,
quando reinoculados no feijoeiro, provocavam lesdes tipicas da antracnose, indicando que ha
um complexo de espécies do género Colleototrichum co-habitando e sendo patogénico ao
feijoeiro comum.

Baseado em relatos acima, torna-se necessaria a identificacdo das espécies envolvidas
no patossistema sarna-Colleototrichum-antracnose. Porém a determinacdo de espécies dentro
do género Colletotrichum ndo tem sido uma tarefa facil, visto que ha uma enorme
variabilidade, do ponto de vista da caracterizacdo patogénica, morfoldgica e genética quanto
ao género. Além disso, o emprego de diferentes abordagens, para a identificacdo das espécies,
durante o estudo do género, tem dificultado a comparagdo dos dados ao longo das decadas.
Atualmente a determinacao das espécies do género Colletotrichum ¢é realizada, por meio de
analises filogenéticas multilocus, associada a avaliacdo de caracteristicas morfologicas
(WEIR; DAMM; JOHNSTON, 2012). A maioria dos estudos com espécies patogénicas tem
revelado a presenca de mais de uma espécie causando a doenca no hospedeiro, ou seja, a
presenca de um complexo de espécies patogénicas. Nestes trabalhos, tem sido utilizada a
analise filogenética molecular multilocus com genes como ITS, actina (ACT), B-tubulina
(TUB2), glutamina sintetase (GS) e gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH), entre
outros.

Diante do exposto, o objetivo deste estudo é identificar as diferentes espécies de
Colletotrichum oriundas de lesdes de sarna e antracnose do feijoeiro por meio da anélise

multilocus e caracterizacdo morfoldgica.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Antracnose do feijoeiro

A antracnose do feijoeiro é umas das principais doencas que afetam a cultura. A
doenca é encontrada, em diversos paises da Africa, Asia, Europa e América, ocasionando
grandes perdas econdémicas. No Brasil, a antracnose esta presente, principalmente, nos estados
de Minas Gerais, Sdo Paulo, Parang, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (CARNEIRO et al.,
2014). Comumente encontrada nas trés safras, em que o feijoeiro é cultivado, a doencga é mais
intensa e presente na safra das aguas, pois o patdégeno encontra condi¢Ges favoraveis, para o
desenvolvimento da doenca, ocasionando sintomas na planta e manchas nos gréos,
depreciando a sua qualidade, deixando-os indesejaveis para o consumo (MIKLAS et al., 2006;
PAULA JUNIOR; ZAMBOLIN, 2006).

O agente etiolégico da antracnose € Colletotrichum lindemuthianum, fungo
filamentoso com comportamento hemibiotrofico, ou seja, no inicio do desenvolvimento da
doenca, o fungo somente absorve nutrientes do hospedeiro, sem causar a morte celular,
porem, nas fases finais, apresenta comportamento necrotrofico (PERFECT; GREEN;
O’CONNELL, 2001). O patdégeno penetra na planta pela cuticula e epiderme com o auxilio de
apressorios formados nas extremidades de tubos germinativos (BAILEY; JEGER, 1992). O
fungo apresenta ampla variabilidade genética, o que dificulta o seu controle, principalmente,
por meio de cultivares resistentes. Essa alta variabilidade tem sido atribuida a mutacdes
naturais e ampliada por processos, tais como ciclo sexual, parassexual, anastomose entre
hifas, elementos transponiveis e anastomose entre conidios (ISHIKAWA et al., 2012). Os
sintomas da doencga ocorrem, em varias partes da planta, incluindo folhas, caules, vagens e
sementes. Ao longo do desenvolvimento da planta, pequenas machas de cor vermelho-
alaranjado sdo observadas na face abaxial das folhas. Com o tempo, essas lesdes tornam-se
mais escuras e atacam o caule da planta, ocasionando-lhe manchas e cancros. Os sintomas nas
vagens sdo caracterizados por lesdes arredondadas, apresentando depressfes de tamanho
variavel, delimitado por um anel negro. As lesGes podem coalescer e cobrir boa parte da
vagem e, em condi¢des favoraveis, podem formar massas de esporos de cor rosa no centro das
lesbes. As sementes contaminadas apresentam descoloracdo do tegumento até lesdes escuras
com depressdes, tornando o produto final indesejado (BARBOSA; GONZAGA, 2012).

A temperatura 6tima, para o desenvolvimento da doenca, varia de 13 a 27 °C,

associado a elevada umidade relativa do ar (KIMATI et al., 1997). Essas condigdes sdo
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observadas com maior frequéncia, na safra das &guas, em que o alto indice pluviométrico
confere a essa safra maior incidéncia da doenca (PINTO; POZZA; TALAMINI, 2001). A
dispersdo da doenga pode ocorrer de diferentes formas, por meio da disseminacdo de
sementes infectadas, uso de utensilios agricolas que tiveram contato com o patégeno, ou
mesmo por meio de insetos (BARBOSA; GONZAGA, 2012; VIEIRA; VIEIRA; RAMOS,
1993). Alem disso, o fungo pode permanecer na lavoura de uma safra para outra, por meio de
micélio dormente no tegumento da semente ou em restos culturais (PAULA JUNIOR;
ZAMBOLIN, 2006; SARTORATO; RAVA, 1994).

Os prejuizos causados pela doenca podem chegar a 100% em casos em que a infeccao
tem origem em sementes infectadas e em condi¢des favoraveis para o desenvolvimento da
doenca. O controle da doenca pode ser realizado, por meio de préticas culturais diversas,
como a rotacao de cultura, eliminacéo de restos culturais e utilizacdo de fungicidas. Porém o
uso continuo de defensivos € nocivo, para o solo e para a saude humana, além de aumentar os
custos de producdo (SARTORATO; RAVA, 1994). Dessa forma, a melhor estratégia, para o
controle da doenga, € a utilizacdo de cultivares resistentes, pois € a forma mais eficiente,
econémica e menos nociva ao ambiente e a0 homem. Entretanto, para que essa metodologia
tenha éxito, devem-se conhecer varios aspectos relacionados a doencas, como a variabilidade
dentro e entre diferentes populacdes do patdgeno e quais ragas predominam em cada regido de
cultivo do feijoeiro, além de ter que lidar com a grande variabilidade do patdégeno e seus
diversos mecanismos de ampliacdo da variabilidade genética, o que dificulta a obtencéo de
resisténcia duravel (PINTO et al., 2012; SINGH; SCHWARTZ, 2010).

2.2 Sarna do feijoeiro

A sarna do feijoeiro € uma doenca fangica que vem ganhando importancia, nos
altimos anos, pelo aumento da sua incidéncia nos campos de producéo do feijoeiro. A doenca
estd presente, sobretudo, nos estados de Minas Gerais e Goias (COSTA et al., 2001). Os
estudos pioneiros sobre a doenca foram realizados por Costa et al. (2001). Nesse trabalho, 0s
autores, por meio de analise morfoldgica, patogénica e pela técnica molecular RAPD,
atribuiram ao fungo C. truncatum a etiologia da doenca.

Os sintomas podem comecar ainda no estagio de plantulas, em que aparecem manchas
pretas com bordas avermelhadas no caule e nas folhas; nas vagens, os sintomas sdo o
aparecimento de pequenas manchas avermelhadas, que se assemelham & sarna. Em condicGes

favoraveis, o patdgeno se espalha por toda a planta, podendo levar a queda de todas as vagens
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e a sua posterior morte prematura (COSTA et al., 2001). O fungo C. truncatum, também, é
patogénico, para uma variedade de hospedeiros, como soja, lentilha e feijdo fava. Porém,
nessas culturas, a doenca é denominada antracnose. O controle da sarna ainda ndo esta bem
estabelecido. Contudo algumas medidas podem ser tomadas, para o controle da doenga, como
a utilizacdo de sementes sadias, visto que a doenga é transmitida via sementes. O uso de
fungicidas, alem de nocivo, ndo tem se mostrado eficiente (COSTA et al., 2001).

Os sintomas da sarna do feijoeiro, nas folhas e no caule, séo muito semelhantes aos
observados na antracnose do feijoeiro, sendo facilmente distinguiveis apenas nas vagens. Dias
(2017) e Mota et al. (2016), utilizando linhagens oriundas de lesdo de antracnose, ja
caracterizadas por Barcelos et al. (2014), realizaram testes de patogenecidade com tais
linhagens, reinoculado-as no feijoeiro. Entretanto as linhagens ndo causaram o0s sintomas
tipicos da antracnose e, sim, 0s sintomas tipicos da sarna do feijoeiro. No trabalho de Mota et
al. (2016), os isolados que causaram sintomas tipicos da sarna na vagem apresentaram
conidios fusiformes e cilindricos, 0 que também foi observado por Dias (2017). Esses
trabalhos evidenciam que ha ddvidas sobre agente etioldgico da sarna ou se mais de uma

espécie esta associada a esta doenca.

2.3 Género Colletotrichum

O género Colletotrichum apresenta muitas espéecies patogénicas (AZEVEDO, 1998;
MENEZES, 2002). Mais de 900 especies foram descritas, em todo o mundo, em regides
tropicais, subtropicais e temperadas, causando doencgas que impactam economicamente muitas
culturas, entre elas, gramineas, leguminosas, hortalicas e culturas perenes, incluindo frutiferas
(BAILEY; JEGER, 1992; FREEEMAN; KATAN; SHABI, 1998; SUTTON et al., 1980).

No inicio dos estudos sobre o género, acreditava-se que havia uma alta especificidade
do patégeno com seus hospedeiros e inimeras espécies do patdgeno foram descritas. Foi
observado, porém que a alta especificidade e o numero de espécies descritas nao
correspondiam com a realidade e este nimero foi reduzido a poucas dezenas, por meio de
estudos da morfologia dos conidios e caracteristicas da colénia (SUTTON et al., 1980).

A ampla variabilidade do género tem sido observada em caracteristicas morfologicas,
tais como: cor do micélio e tamanho de conidio, aspectos taxonémicos, mecanismos de
patogenicidade e especificidade com o hospedeiro (BRYSON; CATEN; HOLLOMON,
1992). Os critérios, para a identificacdo de diferentes linhagens de fungos, ao nivel de género,

estdo bem estabelecidos, no entanto ndo se tem um consenso sobre os critérios, para a
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identificacdo de espécies dentro do género, causando problemas principalmente em grupos
como C. gloeosporioides e C. acutatum (WEIR; DAMM; JOHNSTON, 2012).

A identificacdo de diferentes espécies dentro do género Colletotrichum foi feita,
durante muitos anos, somente por meio de caracteristicas morfologicas (SUTTON, 1992).
Todavia poucos caracteres morfolégicos sdo, de fato, informativos, para a diferenciacéo entre
espécies, além disso, esses caracteres apresentam alta variabilidade e sdo muito influenciados
pelo ambiente, o que dificulta a separacdo acurada dos individuos em diferentes espécies
(CANNON; BRIDGE; MONTE, 2000; HYDE et al, 2009). Além dos problemas
relacionados as caracteristicas morfoldgicas e culturais, a errénea ideia de que a espécie do
género Colletotrichum tinha alta especificidade com o hospedeiro levou a um aumento
indiscriminado, no nimero de espécies descritas dentro do género Colletotrichum. O nimero
de especies pertencentes ao género chegou a 750 em meados do seculo XX. Porém o trabalho
desenvolvido por Von Arx (1957), em que alocaram-se as 750 espécies do género, em 23
taxons, foi o passo inicial para uma nova era na filogenia do género Colletotrichum. O autor
se baseou, principalmente, nas caracteristicas morfoldgicas e culturais e ndo na
patogenicidade (CANNON et al., 2012).

Visando obter maior precisao na identificacdo de espécies, técnicas mais eficientes na
classificagdo foram obtidas. Nesse contexto, foram desenvolvidas técnicas moleculares que
permitem a analise das sequéncias de bases de determinada regido do DNA. Dessa forma, foi
possivel trabalhar com parametros mais robustos, pois as sequéncias de DNA sofrem menos
influéncias ambientais que as caracteristicas morfolégicas (CANNON; BRIDGE; MONTE,
2000). Com o desenvolvimento e a popularizacdo das técnicas moleculares, varios trabalhos,
utilizando essa metodologia, foram realizados, para a classificacdo correta de espécie dentro
do género Colletotrichum. Nesse contexto, a analise multilocus vem sendo utilizada com
sucesso para a identificacdo de espécies dentro do género Colletotrichum (WEIR; DAMM;
JOHNSTON, 2012). O uso de técnicas moleculares multilocus associado a caracterizacao
tradicional morfologica €, atualmente, a melhor abordagem para a identificacdo de espécies
dentro do género Colletotrichum (CAI et al., 2009).

Para essa analise multilocus, varios genes vém sendo utilizados, tais como: Internal
transcribed spacer (ITS), altamente conservado e localizado entre os genes 18SrDNA e
26SrDNA. Essa regido € muito conservada dentro da mesma espécie, porém pode variar, em
tamanho e na sequéncia das bases entre espécies, sendo muito Gtil em estudos filogenéticos
(HILLIS; DIXON, 1991; WHITE et al., 1990). O gene da actina (ACT), também, é muito

usado, em estudos filogenéticos, pois possui sequéncia altamente conservada (>90%). Essa
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proteina tem funcgdo estrutural importante e é responsavel por manter a forma e a mobilidade
da célula, além de ser um dos principais componentes dos microfilamentos do citoesqueleto
(BAGSHAW et al., 1982). O gene da B-tubulina (TUB2) tem importante papel estrutural,
sendo o principal componente dos microtubulos, que associado a outras proteinas permite a
segregacdo dos cromossomos. A TUB2 é um constituinte dos flagelos, estrutura responsavel
pela mobilidade da célula (FAGUY; DOOLITTLE, 1998). O gene da glutamina sintetase
(GS) vem sendo utilizado por sua estrutura conservada. A glutamina sintetase tem funcéo no
metabolismo dos fungos, sendo componente importante de uma das principais vias de
absorcdo de amonia, a qual é fonte de nitrogénio inorganico para os fungos filamentosos
(MIFLIN; HABASH, 2002). O gene da gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) é
outro gene usado nas analises multilocus (BRAGANCA, 2013; CANNON et al., 2012;
WEIR; DAMM; JOHNSTON, 2012). Essa enzima tem funcéo, no metabolismo dos fungos,
sendo uma das principais enzimas envolvidas na assimila¢do de nitrogénio inorganico (BRUN
etal., 1992).

Liu et al. (2013) realizaram estudos filogenéticos dentro do género Colletotrichum,
com 83 linhagens isoladas de 43 hospedeiros diferentes, com base em dados morfoldgicos,
tais como: tamanho de conidio, taxa de esporulagcdo, formacdo de apressorios e coloragédo da
colénia, juntamente com dados moleculares de cinco genes (ACT, CHS-1, GAPDH, ITS e
TUB2). Essa analise alocou as 83 linhagens, em trés clados principais: C. coccodes, C.
lindemuthianum e Colletotrichum nigrum e, em mais 21 outras espécies, evidenciando a
complexidade da filogenia dentro do género Colletotrichum. No mesmo trabalho, os autores
observaram valores relacionados as dimens6es conidiais de 11.5-21 x 3.5-5 um, que estdo de
acordo com a descrigdo original da espécie, feita por Von Arx (1957), cujos valores foram de
11-19 x 4-6 um. Apesar de os trabalhos de Cannon et al. (2012) alocarem isolados de C.
lindemuthianum dentro do mesmo clado de C. orbiculare, estudos mais recentes, realizados
por Liu et al. (2013), classificaram os isolados de C. lindemuthianum, em um clado separado
das demais espécies do género Colletotrichum, indicando que esses isolados de C.
lindemuthianum comp&em um grupo monofilético Unico.

Entretanto ndo ha consenso sobre a real posicdo filogenética dos isolados de C.
lindemuthianum e sua fase telomorfica, visto que estudos, utilizando os genes ITS e GS,
alocaram linhagens do referido grupo juntamente com acessos de C. boninense, pertencente a
outro complexo de espécies (DAMM et al., 2012). Damm et al. (2019) também relatam que
linhagens de Ga. lindemuthiana e C. plurivorum sdo semelhantes, quanto a morfologia dos

ascos e sua organizacao, indicando que tais linhagens podem pertencer a mesma espécie. No
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mesmo trabalho citado acima, Damm et al. (2019) realizaram um Blast de linhagens da fase
teleomorfica de C. lindemuthianum oriundas do feijoeiro, caracterizadas por Barcelos, Souza
e Vaillancourt (2011), com sequéncias do GenBank. Eles observaram 99% de identidade com
linhagens de Ga. glycine oriundas da soja, aumentando ainda mais as davidas sobre a real
posicdo filogenética do grupo em questéo.

Weir, Damm e Johnston (2012) realizaram estudos filogenéticos dentro do complexo
C. gloeosporioides, utilizando a abordagem multilocus com base em oito genes: Actina
(ACT), calmodulina (CAL), quitina sintase (CH-1), gliseraldeido 3- fosfato desidrigenase
(GAPDH), glutamina sintetase (GS), magnésio suoeroxido dismutase (SOD2), B tubulina
(TUB2) e regides ITS. Além dos estudos moleculares, foram realizados estudos morfoldgicos,
tais como: tamanho do conidio, formacao de apressorios, formacao de peritécios e morfologia
da colbnia. As 158 linhagens, que anteriormente eram classificadas como C. gloeosporioides,
foram separadas em 22 clados distintos.

Guarnaccia et al. (2017) realizaram estudos filogenéticos multilocus, em 82 isolados
de Colletotrichum spp oriundos de lesbes de antracnose de diversas espécies de citros,
coletados em mais de 70 regides produtoras de citros, no continente europeu. Para a analise
multilocus, os autores utilizaram os genes ITS (espacadores internos transcritos), GAPDH
(gliceraldeido-3-fosfato desidrogenasse), ACT (actina), CAL (calmodulina), CHS1(quitina
sintase) HIS3 (histona 3) e TUB2 (beta-tubulina). A partir da analise concatenada desses
genes, os isolados foram agrupados em trés grandes clados do género Colletotrichum. Dentre
os 82 isolados, 50 foram agrupados no complexo C. gloeosporioides, 30 foram agrupados
dentro do complexo Colletotrichum boninense e dois isolados foram alocados ao complexo C.
acutatum, evidenciando a grande variabilidade do género Colletotrichum. Trabalhos
semelhantes, utilizando abordagem multilocus dentro do género Colletotrichum, também,
foram realizados por Braganca (2013), Damm et al. (2014), Pardo-De la Hoz et al. (2016),
Phoulivong et al. (2010) e Velho et al. (2015).

Atualmente as espécies do género Colletotrichum estdo agrupados, em complexos de
espécies, em que se destacam nove grandes clados. O primeiro deles, no complexo Acutatum,
neste grande grupo, estdo alocadas em torno de 26 espécies relacionadas, como C. sloanei, C.
nymphaeae, C. limetticola, C. acutatum, entre outras. No complexo Graminicola, entdo
alocados por volta de 13 espécies, como: C. falcatum, C. sublineoa, C. cereale, C.
graminicula, entre outras. No terceiro grande clado, composto por cinco espécies, destaca-se a
espécie C. spaethianum, juntamente com C. liriopes, C. tofieldiae e C. verruculosum e C. lilii.

O quarto complexo é denominado Destructivum, com aproximadamente cinco espécies, entre
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elas: C. higginsianum, C. tabacum C. linicola e C. destructivum. No complexo Demantiun
estdo associados seis espécies: C. lineola, C. fructi, C. anthrisci, C. circinans, C. spinaciae e
C. dematium. O sexto complexo € composto por, aproximadamente, 22 espécies relacionadas,
denominado de Gloeosporioides, € um dos clados que apresentam maior variabilidade, com a
presenca das espécies: C. fructicola, C. salsolae, C. siamense C. tropicale C. musae, C.
kahawae, C. gloeosporioides, entre outras. O sétimo clado é denominado Boninense,
composto por aproximadamente 16 espécies, em que se destacam C. constrictum, C.
brasiliense, C. karstii, C. colombiense e C. boninense. O complexo Truncatum é um dos mais
C0es0s, composto por apenas trés espécies: C. truncatum, C. jasminigenum e C. curcumae. O
nono complexo é denominado Orbiculare e composto pelas espécies C. orbiculare e C.
lindemuthianum (CANNON et al., 2012; CROUCH et al., 2014).

Além das espécies alocadas dentro dos nove grandes grupos citados acima, ha outras
espécies dentro do género Colletotrichum que formam grupos monofiléticos, também
caracterizados como complexos de espécies, assim como o complexo Orchidearum, composto
por nove espécies, em que se destacam as espécies C. pluriviorum, C. sojae e C. orchidearum.
Outro clado monofilético, ja relatado na literatura, € o complexo Magnum, composto por 10
espécies, dentre elas, C. cacao, C. dracaenophilum, C. brevisporum e C. magnum.
Dracaenophilum é o nome dado a outro complexo de espécies dentro do género
Colleototrichum, composto por seis especies, destacando-se as espécies C. yunnanense, C.
tropicicola e C. dracaenophilum (DAMM et al., 2019).

Ainda ha espécies que ndo fazem parte de tais complexos, porém formam grupos
mono e/ou parafiléticos com algumas espécies que integram os grandes clados. Por exemplo,
a espécie C. clivae forma grupo parafilético com linhagens de C. lindemuthianum e
monofilético com C. brevisporum, assim como as espécies C. trifollii que formam grupo
parafilético com linhagens de C. orbiculare e monofilético com linhagens de C.
lindemuthianum (DAMM et al., 2013; DIAO et al., 2017; LIU et al., 2013; LOBUGLIO;
PFISTER, 2008).

Apesar de o advento das técnicas moleculares terem contribuido a identificacdo das
espécies dentro do género Colletotrichum, a inconsisténcia a tipificacdo dos espécimes
usados, para descrever as espécies e as diferentes abordagens no estudo do género, sdo, ainda,
um grande problema para a identificacdo correta em nivel de espécie. Para resolver esse
problema, as espécies aceitas dentro do género devem ter seus epitipos ou neotipos
devidamente tipificados, dessa forma, facilitando as comparacdes e classificacdo das espécies
dentro do género (CANNON et al., 2012).
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2.4 Colletotrichum fase sexual

A fase sexuada do patdgeno C. lindemuthianum, conhecida como Glomerella
lindemuthiana (syn. G. lindemuthianum, G. cingulata (Stonem.) Spauld. et Schrenk f. sp.
phaseolis), foi inicialmente descrita por Shear e Wood, em 1913, a partir de isolados obtidos
de lesdes de vagens do feijoeiro (SHEAR; WOOD, 1913).

A colbnia é caracterizada pela formacgdo de peritécios com diametro variando de 120 a
210 um, que podem ou ndo apresentar rostros que, se presentes, medem de 30 a 80 um, sendo
o canal do peritécio formado por parafises hialinas e filiformes. Inicialmente apresenta parede
na cor hialina, tornando-se negra. No interior de cada peritécio, sdo encontrados, em média,
30 ascos, com dimensdes de 60 x 6 um revestidos por paréafises hialinas e filiformes. Cada
asco pode carregar de um a oito ascésporos, podendo apresentar ascésporos alantoides,
medindo 6,5 a 20 pum, ou ascosporos elipsoidais com tamanho variando de 4 a 10 pm
(BAILEY; JEGER, 1992; ROCA; DAVIDE; MENDES-COSTA, 2003).

Shear e Wood (1913), nos primeiros estudos sobre a fase sexual das linhagens de C.
lindemuthianum, também, realizaram a caracterizacdo dos esporos, observando estruturas
cilindricas que apresentavam valores variando de 10-14.5 x 4-5.5 um. Porém ndo ha um
consenso sobre as dimensdes das estruturas reprodutivas dessas linhagens oriundas do
feijoeiro. Kimati e Galli (1970), trabalhando com o referido grupo, observaram ascosporos de
dois tipos, 0 primeiro grupo de ascosporos apresentava dimensdes de 20 x 6.5 um, enquanto o
segundo grupo tinha médias 10 x 4 um, proximas ao relatado por Shear e Wood (1913). Em
estudos mais recentes, Rodriguez-Guerra et al. (2005) realizaram a caracterizacdo dos esporos
de linhagens da fase teleomorfica de C. lindemuthianum oriundas do feijoeiro e obtiveram
valores intermediarios, quando comparados aos dois trabalhos citados acima, observando
ascésporos com dimensBes que variavam de 15.5-29 x 4.5-7 um, evidenciando a alta
variabilidade morfol6gica do grupo em questao.

O ciclo sexual é dividido em quatro etapas: iniciacdo do peritécio, plasmogamia (fusdo
celular), cariogamia (fusdo dos nucleos), seguido por divisdo meiética (WHEELER, 1954). O
ciclo sexual tem seu inicio com a ramificacdo na proximidade dos septos das hifas de duas
células unicelulares. Posteriormente, ocorre o crescimento externo das hifas, dando origem a
duas células, chamadas de hifas de copulacdo interna e hifas de copulacdo externa. A hifa de
copulacdo interna forma o ascogdnio e a hifa de copulacdo externa, a parede celular do
peritécio. Apds a realizacdo desses processos, ocorre a fusdo do ascogbnio com as hifas de

copulacdo, desencadeando o desenvolvimento das hifas ascogenas, os primordios dos ascos, a
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cariogamia, a meiose, a mitose pds-meidtica, o desenvolvimento completo dos ascosporos e,
por fim, a formacdo completa da parede peritecial (MCGAHEN; WHEELER, 1951; ROCA,
DAVIDE; MENDES-COSTA, 2003; WHEELER, 1954).

Caracteristicas coloniais de linhagens da fase teleomérfica de C. lindemuthianum
foram descritas, primeiramente, por Edgerton (1912), ao observar a producdo de peritécios em
placas de Petri. As linhagens autoférteis foram separadas, em dois tipos de colbnia,
denominadas "minus", quando produziam peritécios de forma dispersa na placa e "plus"
quando formaram peritécios aglomerados. Em trabalho realizado por Lucas, Chilton e
Edgerton (1944), linhagens denominadas "minus"” e "plus" foram cruzadas, obtendo-se sete
tipos de segregacOes distintas para as caracteristicas cor, tamanho de conidios, fertilidade da
colbnia e distribuicdo dos peritécios na coldnia.

Chilton e Wheeler (1949) propuseram a classificacdo das linhagens, conforme o tipo
de coldnia em quatro grupos distintos:1) Conidial A: linhagens néo periteciais que apresentam
producdo de conidios em massas de esporos. 2) Conidial B: linhagens ndo periteciais que
produzem conidios esparsos. 3) Plus: linhagens periteciais com producgédo de peritécios em
grumos e 4) Minus: linhagens periteciais com producéo de peritécios espalhados.

Pinto et al. (2012) observou que isolados de classifica¢do “plus” e “minus” formaram
linha de contato com peritécios com isolados conidiais de qualquer tipo, indicando a
ocorréncia de cruzamento. Porém, quando confrontados entre si, 0s isolados periteciais,
independente do tipo de coldnia, ndo foi constatada a formacao da linha de contado, indicando
que tais isolados sdo incompativeis, corroborando com os estudos realizados por Chilton e
Wheeler (1949).

Em um estudo efetivado por Barcelos et al. (2014), 73 linhagens da fase teleomorfica
de C. lindemuthianum, isoladas de lesbes de antracnose do feijoeiro, foram caracterizadas
guanto ao tipo de coldnia, das quais, 24 foram classificadas como conidial A, 29 como
conidial B, 11 como "plus™ e nove como "minus”. O comportamento sexual das 73 linhagens
em cruzamentos foi avaliado por meio de pareamentos em todas as combinagdes duas a duas.
A presenca de peritécios férteis, na linha de contato entre as linhagens, somente foi observada
entre colbnias periteciais e conidiais, indicando, portanto compatibilidade sexual entre essas
linhagens.

Os fungos podem ser divididos em dois sistemas de reproducdo: homotéalicos
(autoférteis) e heterotalicos (autoinférteis). Individuos classificados como homotélicos
possuem a capacidade de se reproduzirem sem a necessidade de um parceiro, dessa forma, a

reproducdo sexual € realizada sem que ocorra diferenciacdo genética dos descendentes em
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relagdo ao genitor. Por outro lado, linhagens classificadas como heterotalicas possuem a
capacidade de reproduzirem somente com a presenca de outro individuo (CISAR; TEBEEST,
1999; KRONSTAD; STABEN, 1997).

Camargo Junior et al. (2007) realizaram cruzamentos, em todas as combinagdes entre
oito linhagens da fase teleomdrfica de C. lindemuthianum, isoladas de lesdes da antracnose do
feijoeiro. Os autores observaram a compatibilidade em 13 dos cruzamentos, sendo verificada
a ocorréncia de comportamento heterotalico e homotalico das linhagens.

H& relatos de linhagens da fase sexual de C. lindemuthianum que apresentaram
comportamento exclusivamente heterotalico, ou seja, linhagens autoinférteis (BATISTA et
al., 1982; KIMATI; GALLI, 1970) e linhagens homotalicas, ou seja, autoférteis (MENDES-
COSTA, 1996; SOUZA; CAMARGO JUNIOR; PINTO, 2010). Esses fatos evidenciam ainda
mais a complexidade da reproducéao sexual dessas linhagens.

Estudos realizados por Macgahen e Wheeler (1951) sobre os genes de acasalamento,
em linhagens da fase teleomorfica de C. lindemuthianum, evidenciaram a existéncia de dois
locos, denominados de A e B, com trés alelos cada. Wheeler (1954), com base em estudos
prévios, propds que as formas heterotalicas poderiam ter se originado a partir de linhagens
homotalicas. Tal fendmeno teria ocorrido por meio de mutaces em genes relacionados com a
reproducdo sexual. A existéncia do ciclo sexual completo, em algumas espécies, facilita o
estudo da genética desses organismos, como no caso do género Colletotrichum.

Estudos filogenéticos, utilizando isolados da fase teleomorfica de C. lindemuthianum
oriundos do feijoeiro, sdo escassos na literatura, porém destacam-se 0s estudos realizados por
Barcelos et al. (2014). Nesse trabalho, os autores estudaram as linhagens de Colletotrichum
isoladas de lesbes da antracnose do feijoeiro, juntamente com outras linhagens do género
Colletotrichum. Por meio da analise molecular, utilizando os genes HGM box, ITS1 e ITS4,
0s autores observaram que as linhagens ndo foram agrupadas junto com as linhagens de C.
lindemuthianum. As linhagens da fase teleomorfica de C. lindemuthianum. foram divididas
em dois grupos; o primeiro foi relacionado com linhagens de C. gloeosporioides e outro grupo
com o patdgeno de cucurbitacea, G. magna. As linhagens associadas a G. magna do trabalho
de Barcelos et al. (2014) foram comparadas, por meio da ferramenta BLAST do NCBI, com
sequéncias de outras espécies do género Colletotrichum do GenBank. Foram observados 99%
de coincidéncia com linhagens de Ga. Glycines, atualmente alocadas no complexo
Orchidearum, porém outros locus devem ser analisados para que se tenha a real posicéo
filogenéticas dessas linhagens (DAMM et al., 2019).
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Entretanto estudos realizados por Weir, Damm e Johnston (2012), com vérias espécies
dentro do género Colletotrichum, ndo demonstraram resultados iguais aos encontrados por
Barcelos et al. (2014), visto que as espécies de C. lindemuthianum e sua variante telomorfica,
G. cingulata f. sp. phaseoli, ndo foram relacionadas intimamente com linhagens de C.
gloeosporioides, evidenciando a complexidade dos estudos das variantes telomorficas do
género.

Mota et al. (2016) trabalharam com isolados da fase sexual e assexual de C
lindemuthianum, ambas oriundas da antracnose do feijoeiro e com isolados oriundos da sarna
do feijoeiro. Por meio da analise molecular, utilizando marcadores IRAP, os isolados de C.
lindemuthianum foram classificados, em um grupos separados, mais proximos aos isolados
oriundos de sarna, enquanto os isolados da fase teleomoérfica de C. lindemuthianum foram
alocados em dez clados distintos e relativamente distantes da sua fase anamarfica. Portanto ha
a necessidade de estudos filogenéticos sobre as fases sexuais das espécies do género
Colletotrichum. A escassez de estudos relacionados as fases sexuais do género podem ser
relacionadas a falta de patogenicidade ou baixa intensidade dos sintomas causados por essas
linhagens, levando a falsa ideia de que as variantes telomdérficas eram menos importantes e,
por isso, menos estudadas, para o desenvolvimento de estratégias de controle da doenca
(CANNON et al., 2012).
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Resisténcia de Plantas a
Doencas, no Laboratdrio de Genética Molecular no departamento de Biologia e no
Laboratério de Microscopia Ultra Estrutural no Departamento de Fitopatologia, na

Universidade Federal de Lavras.

3.1 Obtencao dos isolados do género Colletotrichum

Foram utilizadas 31 linhagens monosporicas (TABELA 1) de espécies do género
Colletotrichum para a realizacdo da analise filogenética multilocus. Das 31 linhagens, 19 sdo
oriundas de lesdes da antracnose do feijoeiro e seis linhagens séo oriundas de lesdes de sarna
do feijoeiro. Além dessas, ainda foram selecionadas seis linhagens de Colletotrichum
lindemuthianum, oriundas de lesdo da antracnose do feijoeiro. Todas as linhagens foram
obtidas na micoteca do Laboratorio de Resisténcia de Plantas a Doencas, coletadas nas

cidades de Lavras, Lambari ou Ribeirdo VVermelho, ao Sul do estado de Minas Gerais.

Tabela 1l - Linhagens do género Colleototrichum patogénicos ao fejoeiro, utilizadas na
andlise filogenética multilocus com as informacdes prévias sobre o hospedeiro,
espécie, doenca, em que foi isolada a linhagem, tipo de coldnia e reacdo das
linhagens aos primers de C. lindemuthianum, Glomerella e C. truncatum.

(Continua)

Genes usados por linhagem Doenca Tipo de
Linhagem Espécie ACT TUB GAPDH  causada Primer Colbnia
1-UFLAGO05-1 C. sojae X X A Sl Conidial
2-UFLAGO07-1 C. lindemuthianum X X X A Sl Conidial
3-UFLAG15-5 C. plurivorum X X X A Sl Peritecial
4-UFLAG20-1 C. lindemuthianum X X X A Sl Conidial
5-UFLAG21-3 C. lindemuthianum X X X A * Conidial
6-UFLAG23-1 C. sojae X X A * Conidial
7-UFLAG30-1 C. lindemuthianum X A Sl Conidial
8-UFLAG30-2 C. lindemuthianum X A Sl Conidial
9-UFLAG36-1 C. lindemuthianum X X A Sl Conidial
10-UFLAG43-2  C. lindemuthianum X X A * Peritecial
11-UFLAG49-1  C. lindemuthianum X A * Peritecial
12-UFLAG84-1  C. lindemuthianum X X X A Sl Peritecial
13-UFLAG93-1  C. lindemuthianum X A * Peritecial
14-UFLAG99-1  C. petchii X X A * Conidial
15-UFLAG101-1 C. lindemuthianum X X A * Conidial
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Tabelal - Linhagens do género Colleototrichum patogénicos ao fejoeiro, utilizadas na
analise filogenética multilocus com as informagdes prévias sobre o hospedeiro,
espécie, doenca, em que foi isolada a linhagem, tipo de colénia e reacdo das
linhagens aos primers de C. lindemuthianum, Glomerella e C. truncatum.

(Conclusdo)

Genes usados por linhagem Doenca Tipo de
Linhagem Espécie ACT TUB GAPDH causada Primer Coldnia
16-UFLAG112 C. sojae X A * Peritecial
17-UFLAG117 C. sojae X X A * Conidial
18-UFLALV44 C. sojae X A kol Conidial
19-UFLALV227 C. sojae X X A kel Conidial
20-UFLALV232 C. sojae X X A kel Conidial
21-UFLALV235 C. sojae X X X A kol Conidial
22-UFLALV238 C. sojae X X X A ** Conidial
23-UFLALV1614 C. lindemuthianum X A ** Conidial
24-UFLA9A C. karstii X X X S il Peritecial
25-UFLA13-2A  C. karstii X S * Peritecial
26-UFLA19-1B  C. lindemuthianum X S ** Conidial
27-UFLA19-4B  C. lindemuthianum X S ** Conidial
28-UFLA19-2C  C. lindemuthianum X S ** Conidial
29- UFLA38-2A  C. karstii X X A faleie Peritecial
30- UFLA38-3A  C. karstii X X A faleie Peritecial
31- UFLA51-2A  C. karstii X X X S *[***  Peritecial

Legenda: A= Antacnose. S= Sarna. *Linhagens que amplificaram para primer de Glomerella spp. **
Linhagens que amplificaram para primer de C. lindemuthianum. ***Linhagens que amplificaram para
o primer de C. truncatum. Sl= sem informacdo. Fonte: Do autor adaptado de Dias (2017); Mota
(2013); Pinto et al. (2012).

3.2 Extracao do DNA total

Para a obtencdo dos micélios de cada linhagem, discos de micélio foram transferidos
para erlenmeyers, contendo 200 mL de meio de cultura liqguido M3, que, por sua vez, foram
armazenados em shaker a 23°C no escuro, com agitacdo constante de 110 rpm. Apoés sete
dias, foram realizadas a coleta e a desidratacdo dos micélios, utilizando uma bomba a vacuo e,
posteriormente, armazenados a 5°C.

O DNA total de cada linhagem foi extraido, utilizando o kit Wizard Genomic DNA
Purification (#A1120 Promega), seguindo as instru¢des do fabricante. Logo depois, 0 DNA

foi quantificado e qualificado por meio de um nanodrop.
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3.3 Anélise filogenética multilocus
A andlise filogenética multilocus foi realizada nas 31 linhagens do género
colletotrichum, utilizando os genes: actina (ACT) com, aproximadamente, 300 pares de bases,

B-tubulina (TUB2) com 400 pares de base e gliseraldeido 3-fosfato desidrigenase (GAPDH)
com 290 pares de base (TABELA 2).

Tabela 2 - Primers utilizados para a andlise multilocus.

Gene Primers Sequéncias (5" - 3") Referéncia

ACT ACTF(F oward) ATGTGCAAGGCCGGT TTCGC Carbone et al., 1999
ACTR(Reverse) TACGAGTCCTTCTGGCCCAT Carbone et al., 1999

TUB2 T1(Foward) AACATGCGTGAGATTGTAAGT O’Donnell et al., 1997
T2(Reverse) TAGTGACCC TTGGCCCAGT TG O’Donnell et al., 1997

GAPDH  GDF (Foward) GCCGTCAACGACCCCTTCATTGA Templeton et al., 1992
GDR (Reverse) GGGTGGAGTCGTACTTGAGCATGT  Templeton et al., 1992

Fonte: Do autor (2019).

3.3.1 Reacbes de PCR

Para as reacOes de PCR, foram utilizados os primers iniciadores dos genes actina, -
tubulin, e gliseraldeido 3-fosfato desidrigenase, e as amplificaces foram realizados por meio
de termocicladores. A amplificacdo das sequéncias do gene actina foi realizada, inicialmente,
com a desnaturacao da fita de DNA a 95°C por cinco minutos, seguida de 40 ciclos a 94°C por
30 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos, finalizando a extensdo a 72°C
por sete minutos. Para o gene PB-tubulina, a amplificacdo foi realizada, inicialmente, com a
desnaturacdo da fita de DNA a 94°C por cinco minutos, posteriormente, foram promovidos 40
ciclos de 94°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos, finalizando
com extensdo a 72°C por sete minutos. As amplificacdes das sequéncias do gene GAPDH
foram iniciadas com a desnaturacdo do DNA a 94°C por cinco minutos. Logo depois, foram
promovidos 35 ciclos de 94°C por um minuto, 65°C por um minuto e 72°C por um minuto, a
amplificacdo foi finalizada a 72°C por sete minutos.

Os produtos amplificados foram separados em eletroforese em gel de agarose 1% em
tampao TBE (0,45 M Tris-borato, 0,01 M EDTA). Em seguida, o gel foi tratado com brometo
de etidio e os produtos das amplificacdes foram visualizados em luz ultravioleta (Fotodyne

Ultraviolet Trans-illuminator). As imagens foram fotografadas em um sistema digital de
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fotodocumentagdo (L-PIX, Loccus Biotecndlogia). As amostras que apresentaram bandas

fortes sem arrasto e na posicao correta foram selecionadas para realizar o sequenciamento.

3.3.2 Sequenciamento

Os produtos das amplificacdes selecionadas, no gel de agarose, correspondentes aos
genes ACT, TUB2 e GAPDH foram submetidos a purificacdo, utilizando o kit EXoSAP-IT
Express PCR Cleanup Reagents. Ap6s o processo de purificacdo, as amostras foram
enviadas para a empresa Myleus Biotecnologia, em que foi realizado o sequenciamento das

amostras em ambas as fitas do DNA pelo método de Sanger.

3.3.3 Filogenia de linhagens do género Colletotrichum

A anélise filogenética foi realizada em 31 linhagens do Laboratorio de Resisténcia de
Planas a Doengas, juntamente com os 28 acessos do género Colletotrichum depositados no
GenBank (TABELA 3). Os eletroferogramas gerados no sequenciamento foram visualizados
no software Seq Scaner 2 (AppliedBiosystems). As sequéncias obtidas foram exportadas para
ser obtida uma fita Unica consenso para cada amostra, utilizando o software SeqAssem, por
meio da ferramanta Assemble e, posteriormente, comparadas ao banco de dados do NCBI. As
sequéncias multiplas de cada locus foram alinhadas, separadamente, por meio da ferramenta
Muscle, utilizando o método Neighbor Joining. Os alinhamentos foram corrigidos,
manualmente, quando necessario e, depois, as sequéncias dos genes foram concatenadas e a
andlise filogenética foi realizada pelo software MEGA7.0.26.

Para a construcdo das arvores filogenéticas individuais e conjunta, foram realizados
testes, utilizando o software MEGA nos dados individuais e concatenados para identificar
qual o modelo que melhor se adequa aos dados. Para os dados referentes ao gene de actina, o
modelo mais adequado foi o Tamura 2-parameter + |, assim como os dados referentes ao gene
GAPDH. Os dados referentes ao gene de B- tubulina se adequaram ao modelo de Kimura 2-
parameter + G. Para os dados concatenados de todos os locus, o0 modelo mais adequado foi
Hasegawa kishio yai + G

O método selecionado, para a andlise filogenética, foi o de Maximum Likelihood
(ML). O teste de filogenia foi realizado, por meio do Bootstrap com 1000 repeticdes, com uso

parcial dos “gaps” e dados perdidos com 95% de confianga. Tais configuragdes foram
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aplicadas tanto para os dados individuais de cada locus, como para os dados dos locus
concatenados.

Apos a reconstrucdo filogenética das arvores, individuais e conjuntas, foi realizado o
reconhecimento das espécies filogenética, utilizando o critério de Reconhecimento de
Espécies Filogenéticas de Concordancia Genealdgica (GCPSR) (DETTMAN; JACOBSON;
TAYLOR, 2003). Esse critério preconiza que um clado s6 € considerado uma linhagem
independente, quando satisfizer, pelo menos, um dos critérios: (1) concordancia genealdgica,
que consiste na presenca do clado em questdo na maioria das arvores dos locos individuais;
(2) ndo discordancia genealdgica, que é satisfeito, quando um clado é fortemente apoiado por,
pelo menos, uma das arvores de locos individuais e ndo é contradito por nenhuma outra

arvore de locos individuais com o mesmo nivel de apoio.



Tabela 3 - Linhagens do GenBank, utilizadas na analise filogenética multilocus e seus hospedeiros, pais de origem, nimero do aceso e dos
genes ACT, TUB2 e GAPDH.

(Continua)
Numero no GenBank
Espécie N° de acesso Hospedeiro Pais TUB2 ACT GAPDH
C. boninense CBS123755* Crinum asiaticum Japan JQ005588 JQ005501 JQ005240
CBS128526 Dacrycarpus sp N. Z JQ005242 JQO005510 JQ005596
C. bidentis COAD1020* Bidens subalternans Brasil KF178602 KF178578 KF178506
C. cliviae CSSK4 * Clivia minata China GQ849440 GQ856777 GQ856756
C.lindemuthianum 1 CBS144.31 * Phaseolus vulgaris Alemanha JQ005863 JQ005842 JX546712
C.lindemuthianum 2 CBS 571.97 Phaseolus vulgaris Brasil JX546864 JX546626 JX546722
C. orbiculare CBS570.97 * Cucumis sativus Europa KF178587 KF178563 KF178490
OWC32 Citrullus lanatus india KP899058 KP899012 KP898943
C. plurivorum CBS125474* Coffea sp Vietna MG600985 MG600925 MG600781
UTFC261 Phaseolus vulgaris Ird MG600989 MG600929 MG600785
C. trifolii CBS 158.83* Trifolium EUA KF178599 KF178575 KF178502
DK5 Malva verticillata China KX447574. KX447581 KX447583
C. sojae ATCC6225* Glycine max USA MG601016 MG600954 MG600810
LFNO009 Glycine max Brasil KT696288 KT696281 KT696295
C. orchidearum CBS135131* Dendrobium nobile Holanda MG601005 MG600944 MG600800
UTFC 266 Epipremnum aureum Iran MG601008 MG600947 MG600803
C. cliviicola CBS 125375* Clivia miniata China MG601000 MG600939 MG600795
C. karstii CBS861.72 Bombax aquaticum Brasil JQ005618 JQ005532 JQ005271
223106.91 Carica papaya, Brasil JQ005654 JQ005568 JQ005307
C. phyllanthi MACS 271* Phyllanthus acidus India JQ005655 JQ005569 JQ005308

8¢



Tabela 3 - Linhagens do GenBank, utilizadas na andlise filogenética multilocus e seus hospedeiros, pais de origem, nimero do aceso e dos
genes ACT, TUB2 e GAPDH.

(Conclusao)

NUmero no GenBank

Espécie N° de acesso Hospedeiro Pais TUB2 ACT GAPDH
C. petchii CBS378.94* Dracaena marginata, Italy JQ005657 JQO005571 JQ005310
CBS379.94* Dracaena marginata, Italy JQO005658 JQO05572 JQO005311
C.novae-zelandiae ICMP12944* Capsicum annuum, N.Z JQ005662 JQO05576 JQ005315
CBS130240 Citrus N.Z JQ005663 JQ005577 JQ005316
C. malvarum CBS 521.97* Lavatera trimestris UK KF178601 KF178577 KF178504
CBS 123.24 Malvaceae - KF178600 KF178576 KF178503
C. annellatum CH1* Hevea brasiliensis Colombia JQ005656 JQ005570 JQ005309
C.gloeosporioides CBS95397* Citrus sinensis Italia GQB849434 GQ856782 GQ856762

Legenda: * = representam o tipo que a espécie foi descrita. N.Z = Nova Zelandia

Fonte: Do autor (2019).

6¢



30

3.4 Avaliagéo das caracteristicas morfologicas

As linhagens do género Colletotrichum foram caracterizadas pelo indice de velocidade
do crescimento micelial (IVCM) e diametro colonial. Foi realizada a caracterizagcdo da forma
e dimensdo dos esporos e a caracterizacdo quanto ao tipo de colonia formado por cada
isolado.

3.4.1 Indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM)

Para a avaliagdo do IVCM, foi conduzido um experimento, em delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com trés repeticdes. A parcela foi constituida por uma placa
de Petri de 80 mm de diametro. Discos de micélio de seis mm de didametro foram depositados
ao centro de placas de Petri contendo meio BDA e incubados, no escuro, a 22 °C.

O IVCM foi avaliado, por meio da leitura das meédias, em milimetros, entre 0s
didmetros ortogonais das colonias, em intervalos de 24 horas, durante oito dias para cada
linhagem. As médias foram estimadas de acordo com a expressdao adaptada de Oliveira
(1991):

IVCM=X(D-Da)/N, em que:
D = Diametro médio atual da colonia.
Da = Diametro médio da colbnia na avaliacédo anterior.

N = Numero de dias apés o inicio do experimento.

O diadmetro colonial final foi determinado, por meio da leitura dos diametros

ortogonais das colénias, no oitavo dia de incubacéo.

3.4.2 Caracterizacao das dimensdes, forma e tipo de esporos

Para a estimacdo da largura e comprimento dos esporos, foi conduzido um
experimento em DIC, com 30 repeticGes por isolado, em que cada repeticdo era constituida
por um esporo. Para a obtencdo dos esporos, os isolados da fase teleomdrfica de C.
lindemuthianum foram repicados, em placa de petri, contendo meio BDA. Apos 15 dias de

incubagdo, os isolados que apresentaram esporos foram selecionados, a fim de serem
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transferidos para uma lamina e visualizados em Microscopio de luz com diferencial de
contraste de interferéncia (DIC).

Para a obteng&o dos esporos, os isolados de C. lindemuthianum foram repicados, para
vagens do feijoeiro comum, parcialmente imersas em agar-a4gar, em tubos de ensaio,
previamente esterilizados. Aqueles isolados que apresentaram formacdo de esporos foram
selecionados, para a confeccdo de laminas e sua visualizagdo em Microscopio de luz com
diferencial de contraste de interferéncia (DIC).

A confecgdo das laminas, para as avaliagdes morfoldgicas, foi realizada utilizando
lactofenol e laminas e laminulas previamente desinfestadas. Para os isolados que
apresentaram formacdo de ascosporos, os peritécios selecionados foram depositados sobra a
lamina contendo lactofenol e, posteriormente, esmagados com o auxilio da laminula. Os
isolados que apresentaram massas de conidios tiveram suas colbnias raspadas com o auxilio
de uma alga e, posteriormente, depositados sobre a lamina com lactofenol.

As imagens foram obtidas, utilizando o microscopio Zeiss Observer Z.1 nas objetivas
de 20x, 63x e 100x com diferencial de contraste de interferéncia (DIC), com o auxilio do
software Zen Black. A largura e comprimento dos esporos foram mensuradas, por meio do
software Zeiss Blue, e a forma dos esporos foi determinada de acordo com os trabalhos de
Cannon et al. (2012), Liu et al. (2013) e Weir, Damm e Johnston (2012).

3.4.3 Caracterizacao do tipo de coldnia formada

Para a caracterizacdo do tipo da colbnia, foi realizado um experimento em DIC, com
duas repeticdes para cada isolado, em que cada repeticdo foi constituida de uma placa de petri.
As avaliacOes foram realizadas em colénias com 15 dias em meio BDA. As colbnias da fase
teleomérfica de C. lindemuthianum foram classificadas como Conidial A, Conidial B, plus ou
minus, seguindo a metodologia descrita por Chilton e Wheeler (1949). As col6nias dos
isolados de C. gloeosporioides e C. lindemuthianum foram descritas de acordo com 0s
trabalhos de Cannon et al. (2012), Liu et al. (2013) e Weir, Damm e Johnston (2012).
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4 RESULTADOS

4.1 Anélise filogenética multilocus

A andlise filogenética multilocus, baseada nos genes de actina, B-tubulina e GAPDH,
foi realizada para 31 linhagens oriundas na micoteca do Laboratério de Resisténcia de Plantas
a Doenca, além de 28 linhagens do género Colletotrichum obtidas no GenBank do NCBI.
Inicialmente, foi realizada a reconstrucéo filogenética para os genes de forma individual e,
posteriormente, foi realizada a reconstrucdo filogenética com os dados dos trés genes
concatenados, utilizando as analises de Maximum Likelihood (ML).

Todas as 31 linhagens foram submetidas a PCR e ao sequenciamento dos seus
produtos para os trés genes utilizados no presente trabalho. O gene que apresentou o maior
namero de fragmentos com alta qualidade foi o gene de actina, com 25 linhagens. O gene da
B-tubulina também apresentou uma quantidade consideravel, totalizando 19 linhagens com
fragmentos de alta qualidade. O gene da GAPDH apresentou um menor numero de
fragmentos de qualidade, com 16 linhagens as quais ndo se mostraram informativas para a
reconstrucéo filogenética. Dessa forma, a arvore conjunta foi composta pelos locos actina ¢ [3-
tubulina, englobando 16 linhagens do Laboratério de Resisténcia de Plantas a Doengas,
enquanto fosse usado.

A reconstrucdo filogenética do gene de B-tubulina utilizou 19 linhagens oriundas do
Laboratorio de Resisténcia de Plantas a Doencas, que foram alocadas, majoritariamente, em
quatro grupos. O primeiro grupo foi composto pelas linhagens UFLAG7-1, UFLAG20-1,
UFLAG21-3, UFLAG36-1, UFLAG43-2, UFLAG84-1, UFLAG93-1 e UFLAG101-1,
associadas a acessos de C. lindemuthianum do Genbank. O segundo grupo associou as
linhagens UFLA9A, UFLA38-2A e UFLA38-3A, com acessos do Genbank das espécies
Colletotrichum karstii. O terceiro grupo foi composto pelas linhagens UFLA LV232, UFLA
LV235, UFLA LV238, UFLAG23-1 UFLAG117, UFLA51-2A e UFLA13-2A associadas a
espécie de C. sojae. A linhagem UFLAG15-5 foi a Unica linhagem alocada separadamente das
demais linhagens do presente trabalho, associada as espécies de C. plurivorum, C. cliviae e C.
clivicola (ANEXO B).

A reconstrucdo filogenética, por meio do gene de actina, utilizou 25 linhagens e
apresentou associagdes semelhantes aquelas indicadas pelo gene de B-tubulina. As linhagens
UFLAG7-1, UFLAG20-1, UFLAG21-3, UFLAG30-1, UFLAG30-2, UFLAG36-1,
UFLAG43-2, UFLAG49-1, UFLAG84-1, UFLAG101-1 e UFLA LV1614 foram associadas
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as linhagens de C. lindemuthioanum. As linhagens UFLAGS8-1, UFLAG5-1, UFLAG112,
UFLAG117, UFLA51-2A, UFLAG23-1, UFLA LV44, UFLA LV227, UFLA LV232, UFLA
LV235 e UFLA LV238 foram alocadas juntamente a espécie C. sojae. Duas linhagens
(UFLA9A e UFLA38-3A) do presente trabalho foram alocadas juntamente com acessos do
Genbank das espécies C. karstii. A linhagem UFLAG99-1 foi a Unica associada a acessos do
GenBank da espécie Colletotrichum petchii, assim como a linhagem UFLAG15-5 foi a Gnica
a ser associada com acessos de C. plurivorum do GenBank (ANEXO C).

Os resultados obtidos com a reconstrucdo filogenética dos dados do gene GAPDH
utilizou 16 linhagens oriundas do Laboratorio de Resisténcia de Plantas a Doencas e
apresentou algumas diferencas quando comparados aos resultados baseados nos genes actina e
B-tubulina. O primeiro grupo associou as linhagens UFLAG20-1, UFLAG7-1, UFLAG84-1,
UFLAG21-3, UFLA19-2C, UFLA19-1B e UFLA19-4B com acessos de C. lindemuthianum
do GenBank. O segundo grupo foi formado pelas linhagens UFLAG23-1, UFLAG5-1, UFLA
LV227, UFLA LV235, UFLA LV238 e UFLA51-2A associadas a acessos do Gembank das
espécies C. cliviae, C. plurivorum, C. orchidearum, C. cliviicola e C. sojae. O terceiro grupo
foi formado pela linhagem UFLAG99-1 com acessos do GenBank da especie Colletotrichum
petchii. O quarto grupo foi formado pelas linhagens UFLA9A e UFLA38-2A e acessos da
espécie C. phyllanthi (ANEXO D).

A resconstrucdo filogenética, utilizando os locos de actina e de pB-tubulina
concatenados, foi bem semelhante as arvores obtidas para cada gene individualmente, porém,
envolvendo dezesseis linhagens do presente trabalho. As linhagens UFLAG84-1, UFLAG43-
2, UFLAG21-3, UFLAG7-1, UFLAG101-1, UFLAG20-1 e UFLAG36-1 foram alocadas
juntamente com acessos de C. lindemuthianum do Genbank e estdo associadas ao complexo
de espécies Orbiculare (DAMM et al., 2013). A linhagem UFLAG15-5 foi a Unica associada
aos acessos de C. plurivorom. As linhagens UFLAG23-1, UFLA LV238, UFLA LV235,
UFLAG117, UFLALV232 e UFLA51-2A foram agrupadas juntamente com acessos de C.
sojae. C. plurivorum e C. sojae e pertencem ao complexo de espécies Orchidearum
(DAMMN et al., 2019). Por fim, as linhagens UFLA9A e UFLA38-3A foram associadas a
acessos de C. karstii (FIGURA 1) e pertencem ao complexo de espécies Boninense (DAMM
et al., 2012).

Apos a reconstrucao filogenética, foi observado que as arvores atenderam, para os trés
clados, o critério de concordancia genealdgica do Reconhecimento de Espécies Filogenéticas
de Concordancia Genealdgica (GCPSR). Ou seja, a presenca dos trés clados, nas duas arvores

individuais, indicando que essas linhagens compdem um grupo independente. Tanto para a
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arvore obtida para o loco de actina quanto para o loco de B-tubulina foram observados trés
clados em que foram associadas as linhagens avaliadas. O primeiro grupo foi formado pelas
linhagens UFLA9A e UFLA38-3A e acessos de C. karstii. O segundo grupo foi composto
pelas linhagens UFLAG7-1, UFLAG20-1, UFLAG21-3, UFLAG36-1, UFLAG43-2,
UFLAG84-1 e UFLAG101-1, associadas aos acessos de C. lindemuthianum do GenBank. O
terceiro grupo associou as linhagens UFLA LV232, UFLA LV235, UFLA LV238,
UFLAG23-1, UFLAG117 eUFLA51-2A com acessos de C. sojae.

Figura 1 - Arvore filogenética multilocus dos genes actina e p-tubulina concatenados.
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oo  Colletotrichum boninense CBS 123755
[Cnl\emtrichum boninense CBS 128526
100 | Colletotrichum novae-zelandiae CES130240
Colletotrichum novae-zelandiae CES128505 *
100 | Colletotrichum petchii CBS378.94 =
Colletotrichum petchii CBS379.94 actin

Complexo
Colletotrichum phyllanthi CBs175.67 *

Colletotrichum annellatum CES129826 boninense
Colletotrichum karstii CBSBE1.72
Colletotrichum karstii CBS106.91
78| UFLAZA

93 FLA3E-3A

Colletotrichum gloeosporioides NTZ actin
0.050

Fonte: Do autor (2019).
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4.2 Analise dos caracteres morfolédgicos

O IVCM e o diametro colonial foram avaliados para 26 linhagens do género
Colletotrichum (TABELA 4), sendo observada diferenca significativa (P<0,05) para ambas as
caracteristicas. As estimativas de IVCM variaram de 3,08 a 10,07 mm/dia, apresentadas pelas
linhagens UFLA LV227 e UFLAG15-5, respectivamente. O didmetro colonial das 26
linhagens avaliadas variou de 24 a 80,00 mm/dia, semelhante ao que acorreu com o IVCM,

A avaliacdo da dimensdo dos esporos foi realizada em 26 isolados do género
Colletotrichum. Foram encontradas diferengas significativas (P<0,05), para a largura e os
comprimentos dos esporos, os valores entdo apresentados na Tabela 4. A largura dos esporos
variou de 2,98um (UFLAG21-3) a 8.36um (UFLAG84-1). O comprimento dos esporos
apresentou alta variabilidade, oscilando de 8,57 um (UFLAG30-2) a 29,22um (UFLAG84-1).

Os esporos foram classificados quanto a sua forma, em dois tipos, 24 como cilindricos
e dois como elipsoidais. Entre os isolados que foram classificados como cilindricos, ha tanto
ascosporos como conidios, enquanto as linhagens classificadas como elipsoidal sé&o

ascosporos.

Tabela 4 - Estimativas do didametro colonial (DC) em mm, comprimento, largura em pm,
formato e tipo dos esporos e porcentagem de formacgéo de CAT’s.

(Continua)
Linhagem DC Comprimento Largura Formato do esporo *CAT’s
UFLAGO5-1 80 10.05 2.86 Cilindrico 15%
UFLAGO7-1 80 15.10 4.78 Ciindrico? 0%
UFLAG15-5 80 20,27 6,18 Cilindrico® 19%
UFLAG20-1 79 12.27 4.62 Cilindrico® 6%
UFLAG21-3 80 10.51 2.98 Cilindrico® 3%
UFLAG23-1 80 11.54 3.09 Cilindrico’ 7%
UFLAG30-2 80 8.57 3.51 Cilindrico® 4%
UFLAG36-1 75 13.63 5.22 Cilindrico 32%
UFLAG43-2 79 21.84 7.69 Elipsoidal® 0%
UFLAG49-1 78 14.16 4.36 Cilindrico’ 3%
UFLAGS4-1 79 29.22 8.36 Cilindrico® 0%
UFLAG93-1 80 12.30 5.90 Cilindrico® 10%
UFLAG99-1 80 15.81 4.87 Cilindrico 27%

UFLAG101-1 79 25.54 7.49 Cilindrico? 0%
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Tabela 4 - Estimativas do diametro colonial (DC) em mm, comprimento, largura em pm,

formato e tipo dos esporos e porcentagem de formagdo de CAT’s.

(Conclusao)

Linhagem DC Comprimento Largura Formato do esporo *CAT’s
UFLAG112 39 23.26 6.78 Elipsoidal® 0%
UFLAG117 79 10.35 3.37 Cilindrico* 49%
UFLA LV44 - 14,93 5,16 Cilindrico’ 13%
UFLA LV227 24 14,74 5,05 Cilindrico’ 12%
UFLA LV232 26 - - - -
UFLA LV235 27 14.05 5.54 Cilindrico 17%
UFLA LV238 28 13,88 5,54 Cilindrico* sl
UFLA 9A 79 15.25 6.40 Cilindrico® 6%
UFLA13-22 79 22.65 6.11 Cilindrico? 0%
UFLA19-2C 40 12.89 4.97 Cilindrico 2.5%
UFLA38-2A 80 13.76 5.74 Cilindrico 3.75%
UFLA38-3A 78 13.76 5.74 Cilindrico® 6%
UFLA51-2A 72 19.13 5.69 Cilindrico? 4.25%

Fonte: Do autor adaptado de Dias (2017); Mota (2013); Pinto et al. (2012).

Legenda: *Coldnias conidial. 2 Colénia peritecial. SI: Sem informagéo * Informacéo da literatura.

A caracterizacdo das colénias foram realizadas em 31 linhagens do género

Colleototrichum. Os isolados da fase teleomérfica de C. lindemuthianum foram agrupados, de

acordo com a classificacdo de Chilton e Wheeler (1949), dessa forma, os isolados foram
alocados em quatro grupos: cinco como Plus (UFLAG15-5, UFLAG112, UFLAG43-2,
UFLAG84-1 e UFLA13-2A); oito como Minus (UFLA9A, UFLA38-2A, UFLA38-3A,
UFLA51-2A, UFLAG93, UFLAG49-1, UFLAGY99-1 e UFLAG101-1); quatro como Conidial
A (UFLAG30-2, UFLAG117, UFLAGT7-1 e UFLAG5-1) e sete como Conidial B (UFLAG23-
1, UFLAG21-3, UFLAG20-1, UFLAG36-1, UFLA19-1B, UFLA19-2C e UFLA19-4B). Os

sete isolados de C. lindemuthianum apresentaram col6nias bem caracteristicas e semelhantes

entre si, inicialmente cinza e se tornando negra ao passar dos dias.
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Figura2 - Imagens do caule, vagem e grdos do feijoeiro com sintomas da
antracnomose/sarna e fotos da placa e de ascos, ascosporos e conidios de
linhagens da fase teleomorfica de C. lindemuthianum.

0

Legenda: A: Lesdo de sarna no hipoco6tilo do feijoeiro. B: Vagens com sintomas de sarna do feijoeiro.
C: Vagens e grdos com sintomas da sarna do feijoeiro. D: Ascosporo de linhagem da fase teleomérfica
de C. lindemuthianum. E: Colbnia peritecial da linhagem UFLAG112. F: Colénia peritecial da
linhagem UFLAG15-5. G: Colbnia conidial da linhagem UFLA38-2A. H: Ascosporos da linhagem
UFLAG112. I: Asco da linhagem UFLAG15-5. J: Ascésporo da linhagem UFLAG15-5. K: Conidio
da linhagem UFLA38-2A. Escala 5um. Fonte: Do autor adaptado de Martins (2019).
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Figura 3 - Imagens da folha, caule e vagem do feijoeiro com sintomas da sarna e fotos da
placa e ascdsporos de linhagens da fase teleomorfica de C. lindemuthianum.

Legenda: A: Sintomas de sarna na vagem causado pela linhagem UFLAG93-1. B: Sintomas na folha
causado pela linhagem UFLAG93-1. C: Formacdo de peritécio na folha. D: Lesdo no caule do
feijoeiro causada pela linhagem UFLAG93-1. E: Formacdo de peritécio no hipocoétilo do feijoeiro. F:
Col6nia peritecial da linhagem UFLA93-1. G, H e I: Ascoésporos da linhagem UFLAG93-1. Escala
5um Fonte: Do autor adaptado de Mota (2013).
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Figura 4 - Imagens de les6es de antracnose na folha, caule, vagem e gréo do feijoeiro e placa
e conidios de linhagens de C. lindemuthianum.

Legenda: A: Lesdo de antracnose no hipocétilo do feijoeiro. B: Lesdo da antracnose na folha do
feijoeiro. C: Vagem do feijoeiro com lesdo de antracnose. D: Vagem e grdos do feijoeiro com
sintomas de antracnose. E: Col6nia do isolado UFLALV?227. F: Conidio da linhagem UFLALV44. G:
Conidio da linhagem UFLALV227. H: Conidio da linhagem UFLALV44. |: Conidio da linhagem
UFLALV227. Escala 5um Fonte: Do autor adaptado de Martins (2019).
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5 DISCUSSAO

As linhagens avaliadas no presente trabalho apresentaram ampla variagdo para todas
as caracteristicas morfoldgicas. O didmetro colonial, bem como a dimensédo e o formato dos
esporos apresentados pelas linhagens alocadas juntamente com acessos de C. lindemuthianum
do GenBank, foram semelhantes aos valores relatados na literatura para a espécie (LIU et al.,
2013). Resultados semelhantes foram observados para as linhagens associadas a C. sojae
(DAMM et al, 2019). No entanto as linhagens alocadas juntamente com C. karstii
apresentram valores superiores aqueles relatados, para a espécie na literatura para o diametro
colonial, mas semelhantes em relacdo & dimenséo dos esporos (DAMM et al., 2012).

As caracteristicas morfolégicas avaliadas ndo discriminaram as diferentes espécies
identificadas (TABELA X). Essas caracteristicas sdo altamente influenciaveis por fatores
ambientais, tais como o meio de cultura, condi¢Ges de incubagdo, nimero de vezes que a
linhagem foi repicada, tempo e 0 método em que a linhagem foi armazenada. No género
Colletotrichum, tem sido observado que col6nias periteciais podem formar na descendéncia
os dois tipos de colbnias, isto é, periteciais e conidiais (BARCELOS et al., 2014). Portanto a
analise filogenética ndo deve ser baseada somente nessas caracteristicas, sendo essas
informacGes importantes, para serem utilizadas de forma complementar aos dados da analise
multilocus, que apresentam maior consisténcia e repetibilidade.

Linhagens de Colletotrichum tém sido isoladas de lesGes de antracnose e sarna do
feijoeiro e caracterizadas por meio de analises morfolégicas e molecular (BARCELOS et al.,
2014). Variabilidade tem sido observada nessas populacdes e ndo ha consenso sobre as
espécies envolvidas. O agente etiologico da antracnose do feijoeiro é o fungo C.
lindemuthianum que tem sido observado na sua forma anamorfica causando a doenca. A sua
forma teleomdrfica tem sido relatada em algumas oportunidades (CAMARGO JUNIOR et al.,
2007; KIMATI; GALLI, 1970; RODRIGUEZ-GUERRA et al., 2005; SHEAR; WOOD,
1913; SOUZA; CAMARGO JUNIOR; PINTO, 2010). Todavia trabalhos recentes tém
considerado a hipdtese dessas linhagens ndo representarem a fase teleomorfica de C.
lindemuthianum (DAMM et al., 2019). No presente trabalho, foram avaliadas 31 linhagens de
Colletotrichum do feijoeiro, sendo que 18 foram caracterizadas por Barcelos et al. (2014) e
Mota et al. (2016) e oito por Dias (2017) (TABELA 1). Todas as linhagens foram isoladas de
colénias periteciais tipicas da fase teleomoérfica de C. lindemuthianum, exceto as linhagens
UFLALV44, UFLALV227, UFLALV232, UFLALV235 e UFLALV238.
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Nesses trabalhos, o uso de primers especificos da regido HMG do mating type, para as
espécies C. lindemuthianum (HMGcl), Glomerella cingulata (HMGglo) e Colletotrichum
truncata (HMGct), foram utilizados para auxiliar na identificacdo das espécies, bem como a
utilizagdo de sequéncias de DNA de regides ITS. As 18 linhagens acima mencionadas,
caracterizadas por Barcelos et al. (2014) e Mota et al. (2016), ndo amplificaram para os
primers HMGCL, no entanto a maioria amplificou para os primers HMGglo as quais foram
denominadas de Glomerella grupo 1, exceto as linhagens UFLAG93-1 e UFLAG99-1 que
pertencem a Glomerella grupo Il (BARCELOS et al., 2014). Na anélise filogenética com as
sequéncias ITS, realizada no referido trabalho, nenhuma linhagem agrupou com C.
lindemuthianum, sendo que as linhagens de Glomerella grupo | agruparam com C. magna,
patdégeno de curcubitaceas e endofitico em outros hospedeiros. As linhagens UFLAG93-1 e
UFLAG99-1 foram agrupadas no complexo de espécies C. gloeosporioides. No presente
trabalho, as sequéncias ITS de 11 das 18 linhagens de Glomerella grupo | e grupo Il e,
também, linhagens de C. lindemuthianum, utilizadas no trabalho de Liu et al. (2013), todas
depositadas no Genbank, foram empregadas para a construcdo de uma arvore (Apéndice 1).
Nenhuma dessas linhagens agrupou com as linhagens de C. lindemuthianum. Portanto,
baseando-se nas sequéncias ITS e dos primers HMG, ndo ha consenso na identificacdo das
espécies dessas linhagens e evidencia que esses marcadores ndo sao adequados neste caso.

No presente trabalho, a analise molecular multilocos com os genes de actina e B-
tubulina concatenados agrupou dezesseis linhagens patogénicas ao feijoeiro nos clados de C.
lindemuthianum (7 linhagens), C. sojae (6 linhagens), C. karstii (2 linhagens) e C. plurivorum
(1 linhagem). Todas as linhagens agrupadas no clado de C. lindemuthianum sdo oriundas de
ascosporos que produziram colbnias conidiais, periteciais e apresentaram dimensdes de
conidios semelhantes aos valores relatados para C. lindemuthianum (LIU et al., 2013) e G.
lindemuthiana (SHEAR; WOOD, 1913).

A arvore filogenética multilocus foi construida, utilizando-se 0s genes actina e f-
tubulina, pois as sequéncias obtidas do gene de GAPDH ndo foram informativos para a
identificacdo das espécies.

Os resultados da filogenia molecular, realizada no presente trabalho, evidenciam que
as linhagens UFLAG84-1, UFLAG43-2, UFLAG21-3, UFLAG7-1, UFLAG101-1,
UFLAG20-1 e UFLAG36-1 sdo a fase teleomdrfica de C. lindemthianum e pertencem ao
complexo Orbiculare. Liu et al. (2013), trabalhando com vérias linhagens de C.
lindemuthianum, ndo obtiveram sucesso, na inducdo da fase sexual em laboratorio,

concluindo que ndo seria coespecifica de C. lindemuthianum. No entanto as linhagens
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avaliadas, nesta pesquisa, agruparam com as linhagens avaliadas por esses autores. De acordo
com Damm et al. (2019), G. lindemuthiana (SHEAR; WOOD, 1913) e G. cingulata fsp.
phaseoli (KIMATI; GALLI, 1970), poderiam n&o ser a fase sexual de C. lindemuthianum e,
portanto a ocorréncia da morfologia sexual e assexual de diferentes espécies de
Colletotrichum co-habitarem o0 mesmo hospedeiro levariam a essa conexdao erronea.
Entretanto os dados obtidos, no presente estudo, evidenciam a existéncia da fase sexual de C.
lindemuthianum do feijoeiro.

Damm et al. (2013) realizaram a andlise filogenética multilocus dentro do complexo
orbiculare e separaram alinhagens de C. lindemuthianum em dois grupos, C. lindemuthianum
1 e C. lindemuthianum 2. No presente trabalho, foram utilizadas, na analise filogenética, as
linhagens de ambos os grupos caracterizados por Damm et al. (2013), porém ndo foi
observada a formacéo desses grupos. As linhagens de C. liundemuthinum foram agrupadas em
um unico clado.

Seis linhagens do presente trabalho foram agrupadas no clado de Colletotrichum sojae
(UFLA LV232, UFLA LV235, UFLA LV238, UFLAG23-1, UFLAG117 eUFLA51-2A) e
pertencem ao complexo Orchidearum. Essas linhagens, quando testadas para 0s primers
especificos de HGMglo e HGMcl, formaram dois grupos. As linhagens UFLA51-2A e
UFLAG23-1 amplificaram para o primers HMGglo, enquanto as linhagens UFLALV235 e
UFLALV238 amplificaram para o primer de C. lindemuthianum. As linhagens UFLAG23-1,
UFLALV235 e UFLALV238 alocadas nesse clado sdo oriundas de colbnias conidiais, ao
passo que a linhagem UFLA51-2A é oriunda de coldnias periteciais. Essa linhagem tem
formado a fase sexual in vitro e em in vivo sem inducdo, sendo observada a formacdo de
peritécios em folhas e peciolos do feijoeiro (MARTINS, 2019).

As linhagens de Colletotrichum sojae Damm et al. (2019) apresentam conidios
cilindricos e, também, foram denominadas de Glomerella glycines Lehman & F.A. Wolf e
Colletotrichum truncatum Schwein. Andrus & W.D. Moore e, normalmente, apresentam
conidios fusiformes e levemente curvados (DAMM et al., 2019). No presente trabalho, todas
as linhagens apresentaram conidios cilindricos, porém o formato do conidio ndo €
necessariamente uma caracteristica determinante na identificacdo de uma espécie do género
Colletotrichum. Em C. sublineolum, patégeno causador da antracnose do sorgo, ha
dimorfismo de conidios, sendo encontrados tanto conidios ovais como falcados (SOUZA-
PACCOLAS et al., 2015). A sarna do feijoeiro incialmente foi associada ao C. truncatum, que
apresenta conidio falcado, no entanto nenhuma das linhagens, na analise filogenética, agrupou

com esta espécie. Todas as linhagens avaliadas que foram isoladas de lesdes de sarna do
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feijoeiro apresentaram conidios cilindricos. Desta forma, seria interessante avaliar a
possibilidade de dimorfismo de conidios nessas linhagens. Souza-Paccola et al. (2015)
verificaram que as colbnias de conidios ovais de C. sublineolum cresceram mais répido e,
também, infectaram folhas de sorgo.

Véarios mecanismos estdo envolvidos na ampliacdo da variabilidade genética em
fungos e sdo responsaveis pela recombinacdo sexual, por meio da meiose e da recombinagdo
assexual via anastomoses de hifas, tubos de anastomoses entre conidios e a ocorréncia do
ciclo parassexual (ISHIKAWA et al., 2011). Esses mecanismos poderiam explicar o
polimorfismo cromossdmico que tem sido detectado em fungos, inclusive, nas fases sexuais e
assexuais de C. lindemuthianum. (GONCALVES, 2016; O'SULLIVAN et al., 1998), gerando
ampla plasticidade nos genomas de fungos, quando comparados com outros organismos
eucariotos (CROLL; ZALA; MCDONALD, 2013; MOLLER; STUKENBROCK, 2017).
Como pode ser observado, no patossistema Colletorichum/Phaseolus vulgaris, ampla
variabilidade tem sido relatada nas populacfes do(s) patdgeno(s), causando a antracnose e a
sarna do feijoeiro. As linhagens avaliadas e agrupadas, nos diferentes clados, apresentam o
ciclo sexual e, além disso, formam CATSs. Portanto espera-se que varias especies tenham sido
identificadas e associadas a antracnose e a sarna do feijoeiro. Ferramentas moleculares que
possam considerar essa dindmica dos genomas dos fungos, levando a uma evolucdo rapida,
deveriam ser desenvolvidas.

A cultura feijoeiro, no Brasil, é realizada em diferentes épocas, regides e sistemas de
cultivo. Além disso, a semeadura do feijoeiro em sucessdo de areas cultivadas com soja e/ou
milho, aliada ao plantio direto que é utilizado em todas essas culturas, favorece a presenca de
estruturas de resisténcia de patogenos, tal como peritécios, de uma cultura para outra. A
producdo de grandes quantidades de peritécios de linhagens da fase teleomdrfica de C.
lindemuthianum do feijoeiro ocorre em folhas senescentes, desprendidas das plantas e com
alta umidade no estadio R9 do feijoeiro (MARTINS, 2019). Portanto, nos campos de
feijoeiro, isso pode ocorrer e tem sido negligenciado pela formacéo dessas estruturas, ao final
do ciclo da cultura, nos restos culturais que sdo incorporados ao solo por meio do plantio
direto. Peritécios de Colletotrichum spp. que causam a antracnose da soja, também, tém sido
observados nas areas de cultivo dessa cultura (informacdo verbal)®. Todo esse cenario,
envolvendo diferentes condigdes ambientais, contribuem para desencadear os diferentes

mecanismos de ampliacdo da variabilidade genética das espécies associadas a antracnose e a

! Informacdo verbal obtida sobre a observacdo de peritécios de Colleotrichum spp. em restos

culturais da cultura da soja.
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sarna do feijoeiro. Dessa forma, pode ser constatado que hd um complexo de diferentes
espécies e, de acordo com os resultados do presente trabalho, as espécies C. lindemuthianum,
C. sojae e C. karstii estdo associadas a antracnose e a sarna do feijoeiro.
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6 CONCLUSAO

a) As caracteristicas morfoldgicas avaliadas ndo foram informativas para a analise
filogenética;

b) As linhagens avaliadas foram identificadas nas espécies de C. lindemuthianum, C.
sojae, C. karstii associadas a antracnose e a sarna do feijoeiro;

c) As linhagens sexuais agrupadas no clado de C. lindemuthianum representam a fase
teleomorfica dessa espécie.
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ANEXO A - Arvore filogenética de isolados de C. lindemuthianum, C. plurivorum e

glomerella para a regiéo génica ITS

Colletotrichum lindemuthianum CES143.31
Colletotrichum lindemuthianum CBS133.57
Colletotrichum lindemuthianum CBES146.31
Colletotrichum lindemuthianum CBES151.28
Colletotrichum lindemuthianum CBS152.28 185
Colletotrichum lindemuthianum CBS523.97 185
Colletotrichum lindemuthianum CBS524 .97
Colletotrichum lindemuthianum CBS132 .57

o Colletotrichum lindemuthianum CBS153.28 185

Colletatrichum lindemuthianum CES151.56
Colletatrichum lindemuthianum CBS150.28
Colletatrichum lindemuthianum CBS147.31
85 | Colletotrichum lindemuthianum CES131.57
Calletatrichum lindemuthianurn CB3571.97
Calletatrichurm lindemuthianurm CBS130841
Calletatrichum lindemuthianurn CBS569.97
Calletatrichum lindemuthianurm CBS144.31
Colletotrichum plurivorum LFNOOOS
Colletotrichum plurivarum strain CBS 125474
Colletotrichum plurivorurm MAFF238875
Colletotrichum plurivarum UTFC261
Glomerella sp. UFLAGO3-1

83 IGIomereIIa sp. UFLAGA4B-1

9

=y

L4

1{ | Glomerella sp. UFLAGOB-3

Glomerella sp. UFLAGD4
Glomerella sp. UFLAGOD2

Glomerella sp. UFLAG112

32 | Glomerella sp. UFLGOS-4

Glomerella sp. UFLAGDS

Glomerella sp. UFLAGO?-3

Glomerella sp. UFLAGODB

Glomerella sp. UFLAGDS-2

Calletatrichum sojae LFNOODS

———
0.0050



ANEXO B - ARVORE FILOGUENETICA DO GENE DE B-TUBULINA

UFLAG43-2
UFLAG21-3
30| UFLAG7-1
Colletotrichum lindemuthianum1 culture-collection CBS144.31
Colletotrichum lindemuthianum 2 CBS 571.97
75 | UFLAG84-1
- UFLAG101-1
UFLAGS3-1

7% 7;‘.{ UFLAG36-1

60 | UFLAG20-1
Colletotrichum bidentis strain COAD 1020
g7 (Colletotrichum orbiculare OWC32
6 Colletotrichum orbiculare strain CBS 570.97

%2 Colletotrichum trifolii CBS 158.83

34 o5 Colletotrichum trifolii DK5
Colletotrichum malvarum strain CBS 123.24
Colletotrichum malvarum strain CBS 521.97
Colletotrichum orchidearum strain UTFC266
Colletotrichum orchidearum strain CBS 135131
72 | Colletotrichum plurivorum strain CBS 125474
86 || Colletotrichum plurivorum strain UTFC261
82 |- UFLAG15-5
Colletotrichum cliviae strain CSS52
82 | Colletotrichum cliviicola strain CBS 125375
Colletotrichum sojae strain ATCC 62257
a1 | UFLAG231
UFLA LV238
UFLA LV235
UFLA 13-2A
Colletotrichum sojae LFNOOOS
5y |UFLAGT7
UFLAS1-2A
UFLA LV232

57

g9 | Colletotrichum novae zelandiae CBS128505
Colletotrichum novae zelandiae CBS130240
ag  Colletotrichum boninense CBS 128526
Colletotrichum boninense CBS 123755 *
Colletotrichum petchii CBS378.94

98 | Colletotrichum petchii CBS379.94
Colletotrichum annellatum CBS129826
Colletotrichum phyllanthi CBS175 67*
UFLAZA

Colletotrichum karstii CBS106.91

UFLA38-3A

Colletotrichum karstii CBS861.72
UFLA38-2A

Colletotrichum gloeosporioides NTZ

0.050

Complexo
orbiculare

Complexo
orchidearum

Complexo
boninense

53



ANEXO C - Arvore filogenética do gene Actina

Colletotrichum lindemuthianum 2 CBS 571.97
UFLALV1E14

UFLAG20-1

UFLAGE4

UFLAG21-3

UFLAG43-2

UFLAGTF-1

UFLAG30-2

UFLAG101-1

&1 UFLAG3E-1

UFLAG49-1

UFLAG30-1

. Colletotrichum lindemuthianum 1 CBS144.31 *

Colletotrichum bidentis COAD1020 =
99 ) Collatotrichum orbiculare CWC32
Colletotrichum orbiculare CBS 570.97*
Colletotrichum trifoli strain CBS 158.83%
Colletotrichum makvarum CBS521.97 *
Colletotrichum trifolii DS
Colletotrichum malvarum CBS123.24
70  Colletotrichum orchidearum CBS135131 *
-|Coletotnchum orchideamum UTFC266
Colletotrichum plurivorum CBS125474 *
Colletotrichum plurivorum UTFC261
53| lUFLAG1SS
Colletotrichum cliviae CSS52 ™
0 | Colletotrichum cliviicola CBS125375 *

9g| r Colletotrichum sojae LFNO0O3
UFLA LVZ38
Colletotrichum sojae strain ATCC 62257 *
UFLA, LV227
UFLA LvZ35
UFLAGS-1
L UFLAGS-1
UFLAG112
UFLAG117
UFLAS1-24
UFLAG23-1
UFLA Lvdd
UFLA, LV232
100 | Colletotrichum novae-zelandiae CBS130240
4L Colletotrichum novae-zelandiae CES128505
100 — Colletotrichum boninense CBS 123755 *
Colletotrichum boninense CES 128526
g9 | Colletotrichum petchii CES378.94 *

0050

Colletotrichum petchii CES379.94 actin
UFLAGES-1
Colletotrichum phyllanthi CBs175.67 *
Colletotrichum annellatum CBS129826 *
Lo Colletotrichum karstii CBS861.72
Colletotrichum karstii CBS106.91
LIFLAGA

94 | LIFLAGS-34
Colletotrichum gloeosporicides NTZ actin

54

Complexo
orbiculare

Complexo
orchidearum

Complexo
boninense



ANEXO D - Arvore filogenética do gene GAPDH

Colletotrichumn lindernuthianum 1 CBS144.31
UFLAG20-1

Colletotrichum lindemuthianum 2 CBS 571.97
UFLAGS4-1

UFLA1S-1B

96 | UFLA19-48

UFLAGT-1 Complexo
UFLAG21-3 .

| uriarac orbiculare

g | Colletotrichum orbiculare OWC32

Colletotrichum otbiculare CBS570 97 *

97

+—— Caolletotrichum bidentis strain COAD 1020
59 Colletotrichum trifolii CES 15883
Calletotrichum trifolii DKS

99 | Colletotrichum malvarum strain CBS 123.24
S0

Colletotrichum malvarum strain CBS 521.97

54 { UFLAG23-1
UFLAGS-1
— UFLA Lv235
UFLA Lv238
54 — Colletotrichum cliviae strain CSSS2
{ UFLAS1-2A

VLA LV Complexo
a5 | Colletotrichum sojae LENODOS

| Colletotrichum orchidearum strain UTFC266 O?’Chldeaf”um

Colletotrichum cliviicola strain CBS 125375
Colletotrichum plutivarum strain CBS 125474
Colletotrichum plurivorum strain UTFC261

Colletotrichum orchidearum strain CBS 135131

Colletotrichum sojae ATCCB2257 =
g7 | Colletotrichum boninense CBS 123755 =
Colletotrichum boninense CBS 128526

g9 | Colletotrichum novae zelandiae CBS128505
Colletotrichum novae zelandiae CES130240
Colletatrichum annellatum CBS129626 *
UFLAGSS2-1

Colletotrichum petchii CBS378.94 COmpleXO
4 | Colletotrichum petchii CBS379.94

70 (Colletotrichum karstii CBS106.91 boninense
Calletotrichum karstii CES861.72

5 Colletotrichum phyllanthi CBS175.67
Caolletotrichum phyllanthi strain GS10
UFLAZA

UFLAZE-2A

b Colletotrichum gloeosporioides isolate NTZ*
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