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RESUMO

O capim-pé-de-galinha (Eleusine indica L.) ¢ uma planta daninha que compete com culturas
agricolas e desenvolveu resisténcia a herbicidas com diferentes mecanismos de agdo. Este estudo
fez parte de uma primeira etapa de um programa de controle bioldgico dessa planta alvo. A
referida etapa envolveu a coleta de fungos fitopatogénicos associados a E. indica. Foram
coletados 88 isolados de fungos em Minas Gerais, Sao Paulo e Goias, dos quais 50 demonstraram
patogenicidade ao capim-pé-de-galinha. Vinte e seis isolados foram considerados mais
agressivos, esses pertencem aos géneros foram Bipolaris, Fusarium, Curvularia, Exserohilum e
Alternaria, cuja ocorréncia foi influenciada por fatores climaticos como temperatura e
precipitacdo. Observou-se maior incidéncia de fungos em condi¢des de alta umidade e
temperaturas entre 20°C e 30°C. Além disso, constataram-se seis possiveis novas espécies de
fungos fitopatogénicos a E. indica, por meio de analises filogenéticas, trés do género Curvularia
e trés do género Bipolaris, revelando a necessidade de abordagens integradas para a delimitacao
taxondmica. A filogenia mostrou que a classificagio baseada apenas em caracteristicas
morfoldgicas ¢ insuficiente. Também foram descritas novas caracteristicas morfoldgicas de
Curvularia nodulosa, sendo a identificagao confirmada por sequéncias de analises moleculares. A
bioprospeccdo de fungos € essencial para o desenvolvimento de bio-herbicidas eficazes, sendo
crucial para etapas posteriores visando a selegdo de um antagonista para a espécie alvo.

Palavras-chave: Bioherbicida. Manejo de plantas daninhas. Prospecgao



ABSTRACT

The goosegrass (Eleusine indica L.) is a weed that competes with agricultural crops and has
developed resistance to herbicides with different modes of action. This study was part of the first
phase of a biological control program for this target plant. This phase involved the collection of
phytopathogenic fungi associated with E. indica. A total of 88 fungal isolates were collected in
the states of Minas Gerais, Sao Paulo, and Goias, of which 50 demonstrated pathogenicity to
goosegrass. Twenty-six isolates were considered more aggressive, belonging to the genera
Bipolaris, Fusarium, Curvularia, Exserohilum, and Alternaria, whose occurrence was influenced
by climatic factors such as temperature and precipitation. A higher incidence of fungi was
observed under conditions of high humidity and temperatures between 20°C and 30°C.
Additionally, phylogenetic analyses identified six possible new species of phytopathogenic fungi
associated with E. indica, three from the genus Curvularia and three from the genus Bipolaris,
highlighting the need for integrated approaches for taxonomic delimitation. Phylogenetic analysis
showed that classification based solely on morphological characteristics is insufficient.
Furthermore, new morphological characteristics of Curvularia nodulosa were described, with
identification confirmed through molecular sequence analyses. The bioprospecting of fungi is
essential for the development of effective bio-herbicides and is crucial for subsequent stages
aimed at selecting an antagonist for the target species.

Keywords: Bioherbicide; Weed management; Prospection
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INTRODUCAO GERAL

As plantas daninhas representam um grupo diversificado de espécies que competem com
as culturas agricolas por recursos essenciais, como luz, dgua e nutrientes, podendo causar
redugdes significativas na produtividade agricola. Para mitigar esses impactos, diversos métodos
de controle sao empregados, sendo o controle quimico, por meio do uso de herbicidas, o mais
amplamente utilizado devido a sua eficacia e rapidez na supressdo dessas plantas indesejadas

(CARVALHO, 2013).

No entanto, o uso intensivo e, por vezes, indiscriminado de herbicidas quimicos tem
levado ao surgimento de populacdes de plantas daninhas resistentes, tornando o manejo dessas
espécies um desafio crescente na agricultura moderna (SANTOS, 2022). Um exemplo notavel é o
capim-pé-de-galinha (Eleusine indica L.), que desenvolveu resisténcia a multiplos mecanismos
de a¢do de herbicidas, dificultando seu controle e exigindo estratégias de manejo mais integradas

(CORREIA, 2024).

O capim-pé-de-galinha (Eleusine indica) ¢ uma graminea anual pertencente a familia
Poaceae, amplamente distribuida em regides tropicais e subtropicais. Apresenta colmos
geralmente ramificados desde a base, com altura variando de 30 a 50 cm. As folhas possuem
bainhas abertas, ligulas membranosas e laminas planas ou conduplicadas, com largura entre 3 e 8
mm. A inflorescéncia é composta por 5 a 12 espigas fasciculadas, dispostas no apice do colmo ou
sobre um eixo breve, com comprimento de 5 a 7 cm. As espigas sdo imbricadas em duas séries,
contendo de 6 a 10 flores, e apresentam comprimento de 5 a 5,5 mm. O fruto ¢ uma cariopse com
pericarpo muito fino, medindo de 1 a 1,5 mm de comprimento, contendo uma semente de
coloragio marrom-avermelhada e superficie granulada (GOVERNO DO MEXICO, 2025). Em
termos fisiologicos, E. indica ¢ uma planta de metabolismo fotossintético tipo C4, o que lhe
confere alta eficiéncia na fixa¢ao de carbono, especialmente em condigdes de alta luminosidade e
temperaturas elevadas. Essa caracteristica contribui para sua competitividade em diversos
ambientes. Além disso, a espécie apresenta alta capacidade de producdo de sementes, com uma
planta podendo gerar até 140 mil sementes, o que facilita sua dispersdo e estabelecimento em
novas areas (SCHERER, 2017). A adaptabilidade de E. indica a diferentes condi¢cdes ambientais,

incluindo solos argilosos e climas diversos, juntamente com sua alta taxa de reprodugdo, torna-a
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uma planta daninha significativa em diversas regides do mundo (GOVERNO DO MEXICO,
2025).

Diante dessas problematicas, o controle biologico surge como uma alternativa
promissora, utilizando inimigos naturais para reduzir as populagdes de plantas daninhas. Os
fungos fitopatogénicos desempenham um papel crucial nesse contexto devido a sua
especificidade em infectar determinadas espécies de plantas daninhas, causando doengas que
podem levar a redugdo ou eliminagao dessas populagdes (VIEIRA; BARRETO; NECHET, 2018).
A distribuicao espacial desses fungos ¢ influenciada por fatores ambientais, como temperatura,
luz solar e precipitacdo, que podem afetar positiva ou negativamente seu desenvolvimento e
eficacia como agentes de controle bioldgico. As estratégias de controle bioldgico incluem o
método inoculativo, que envolve a introducdao de um agente de controle em pequenas quantidades
para que ele se estabeleca e controle a populacdo-alvo ao longo do tempo, e o método inundativo,
que consiste na aplicagdo massiva do agente de controle para uma acdo imediata (VIEIRA;
BARRETO; NECHET, 2018). O método classico ou inoculativo envolve a introdugdo de um
patdgeno inimigo natural de uma planta-alvo, previamente selecionada em seu centro de origem,
sendo inoculado na planta-alvo que, ao ser deslocada para uma nova area, torna-se dificil de
controlar devido a auséncia de seus inimigos naturais. O objetivo € restaurar o equilibrio
ecologico da regido. Em contraste, o método de mico-herbicida ou inundativo emprega fungos
fitopatogénicos endémicos, que ja& mantém uma associagdo com a planta-alvo. Esses fungos sdo
produzidos em larga escala, formulados e aplicados de forma semelhante aos herbicidas

quimicos, visando controlar a planta daninha estabelecida na area (MCRAE, 1988).

O uso de bio-herbicidas teve inicio na década de 1980, na América do Norte, com o
desenvolvimento e a comercializacao de diversos produtos para o controle de espécies especificas
de plantas daninhas. Entre eles, destaca-se o Collego® (atualmente LockDown™), a base do
fungo Colletotrichum gloeosporioides f. sp. aeschynomene, destinado ao controle de
Aeschynomene virginica; o Devine®, formulado com Phytophthora palmivora para controlar
Morrenia odorata; o Biomal®, desenvolvido com Colletotrichum gloeosporioides f. sp. malvae
para o controle de Malva pusila; e o Camperico®, que utiliza a bactéria Xanthomonas campestris
pV. poae para o controle de Poa annua no Japao (FIGUEIREDO, 1995; IMAIZUMI et al., 1997).

No Japdo, também foi desenvolvido o Di-Bark® Parkinsonia, um produto a base dos fungos
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Lasiodiplodia pseudotheobromae, Neoscytalidium novaehollandiae e Macrophomina phaseolina,
registrado em 2018 e disponivel comercialmente para o controle de Parkinsonia aculeata na

Australia (GALEA; GOULTER, 2013; MORIM, 2020).

No entanto, ndo ha registros de bio-herbicidas no Brasil. Em 1980, a EMBRAPA Soja
iniciou pesquisas pioneiras no desenvolvimento de um mico-herbicida para o controle da planta
daninha conhecida como leiteiro (Euphorbia heterophylla) (MONDIM, 2023). Além disso,
pesquisadores da Universidade de Sao Paulo (USP) tém investigado o potencial de
actinobactérias como bioherbicidas no controle de plantas daninhas como o capim-colonido
(Panicum maximum) ¢ o capim-amargoso (Digitaria insularis). Estudos realizados em 2022
demonstraram que extratos de actinobactérias cultivadas em meio especifico apresentaram efeitos
inibitdrios significativos na germinacdo dessas sementes, indicando o potencial dessas bactérias
como bio-herbicidas (FRANKE et al., 2022). Pesquisadores da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU) também tém investigado o potencial de fungos fitopatogénicos para o controle

de Digitaria insularis (SOUZA, 2024; GARCIA, 2024).

Os fungos fitopatogénicos avaliados quanto ao seu potencial para se tornarem bio-
herbicidas podem ser classificados em necrotroficos e biotroficos. Os fungos fitopatogénicos
necrotroficos atacam tecidos sauddveis das plantas, causando lesdes em caules, folhas e raizes.
Em geral, esses patdgenos provocam sintomas como necrose, manchas foliares, lesdes em caule e
podriddes, os quais sdo facilmente observados em campo (AULD; MORIN, 1995). Por outro
lado, os fungos biotroficos se alimentam dos nutrientes do hospedeiro sem causar sua morte,
estabelecendo uma relagdo parasita-hospedeiro equilibrada, sendo capazes de sobreviver e se

multiplicar apenas em tecidos vivos (MELO; AZEVEDO, 2021).

Visando uma bioprospec¢do de fungos para o desenvolvimento de uma bio-herbicida,
plantas doentes coletadas em campo devem ser georreferenciadas, utilizando-se um receptor GPS
manual para obter suas coordenadas geograficas. Posteriormente, para compreender a
distribuicao espacial desses fungos em relagdo as suas ocorréncias, ¢ possivel gerar mapas
tematicos a partir dos dados de levantamento (DIANESE et al., 2022). Essas informagdes serao
valiosas para o cadastro dos isolados fingicos coletados no Sistema Nacional de Gestdo do

Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), bem como para
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compreender a distribuicao de certos grupos de fungos conforme fatores climaticos regionais e as

condi¢des em que os isolados foram coletados.

Nesse contexto, esse estudo teve como objetivos: 1) apresentar a distribui¢do espacial
dos fungos fitopatogé€nicos necrotroficos associados ao capim-pé-de-galinha (Eleusine indica),
coletados nos estados de Minas Gerais, Goias € Sdo Paulo, estimar suas ocorréncias nas areas de
abrangéncia das coletas e observar como fatores abioticos interferem no desenvolvimento de
isolados fungicos; 2) identificar possiveis novas taxas de fungos fitopatogénicos associadas ao
capim-pé-de-galinha, com foco no controle biolégico de Eleusine indica; 3) descrever novas

caracteristicas morfologicas de Curvularia nodulosa associadas ao capim pé-de-galinha.
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CAPITULO 1

Diversidade e distribuicio espacial de fungos fitopatogénicos como agentes de controle
bioldgico para o capim pé-de-galinha (Eleusine indica)

RESUMO

O presente trabalho abordou a diversidade e distribui¢do de fungos fitopatogénicos associados ao
capim pé-de-galinha (Eleusine indica), planta daninha de grande impacto para a agricultura. O
objetivo foi identificar fungos com potencial para controle bioldgico dessa espécie. Amostras
com sintomas de doengas foram coletadas em Goias, Minas Gerais ¢ Sao Paulo, resultando em 88
isolados, dos quais 50 foram patogénicos a E. indica. 26 isolados foram considerados mais
agressivos a partir de uma analise visual dos sintomas e foram identificados preliminarmente em
nivel de género, destacando-se Bipolaris, Fusarium, Curvularia, Exserohilum e Alternaria. Foi
analisada a influéncia de fatores climaticos, como dias ensolarados (radiacdo UV), temperatura e
precipitagdo na ocorréncia dos isolados fungicos. Esses fatores climaticos foram criticos para a
ocorréncia dos fungos encontrados, podendo trazer inferéncias sobre esses patdgenos como
agentes de controle biologico e para possiveis novas coletas direcionadas para géneros
especificos. No geral, a faixa de temperatura ideal para a ocorréncia dos isolados flingicos esteve
entre 20 e 30 °C. Dias ensolarados, durante as coletas, influenciaram ou nao a ocorréncia dos
fungos associados a E. indica, dependendo do género do fungo. Além disso, a precipitacao
também se mostrou um fator determinante, com maior incidéncia de isolados flingicos em
periodos de maior pluviosidade, sugerindo uma relagdo positiva entre a umidade relativa do ar e a
dispersao ou infec¢ao dos fungos fitopatogénicos. Novos testes serdo conduzidos para corroborar
o potencial dos fungos fitopatogénicos identificados como potenciais agentes de controle
bioldgico contra E. indica.

Palavras-chave: Biocontrole; Bioprospec¢dao; Mapeamento; Patogenicidade
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ABSTRACT

This study investigated the diversity and distribution of phytopathogenic fungi associated with
goosegrass (Eleusine indica), an aggressive weed in agriculture. The objective of this study was
to identify fungi with potential for biological control of this species. Samples with disease
symptoms were collected from Goias, Minas Gerais, and Sao Paulo (Brazilian states), resulting
in 88 isolates, of which 50 were phytopathogenic to E. indica. A total of 26 isolates were
considered more aggressive based on visual symptoms analysis and were preliminarily identified
at the genus level, with emphasis on Bipolaris, Fusarium, Curvularia, Exserohilum, and
Alternaria. The influence of climatic factors, such as sunny days (UV radiation), temperature,
and precipitation on fungal occurrence was analyzed. These climatic factors are critical for the
presence of fungi, providing insights into their potential as biological control agents and guiding
future surveys of specific genera. In general, the optimal temperature range for fungal occurrence
is 20-30°C. The number of sunny days during surveys influenced the occurrence of fungi
associated with E. indica, depending on the genera of the fungi. In addition, precipitation was
also a determining factor for a higher incidence of fungal isolates during periods of increased
rainfall, suggesting a positive relationship between relative humidity and the dispersal or
infection of phytopathogenic fungi. New tests will be conducted to confirm the potential of the
identified plant phytopathogenic fungi as biological control agents against E. indica.

Keywords: Biocontrol; Bioprospecting; Mapping; Pathogenicity
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1 INTRODUCAO

Um dos principais problemas dos agricultores sdao as plantas daninhas, que possuem por
defini¢do, qualquer espécie vegetal que interfira negativamente na producdo e sdo caracterizadas
pela sua ampla capacidade de producdo de sementes, dorméncia (FONTES et al., 2003) e alta
capacidade competitiva por agua, luz, nutrientes e espaco (DIAS et al., 2010). Além disso, podem
ser hospedeiras de pragas e patogenos (DALAZEN et al., 2016), prejudicar a colheita e ter efeitos
alelopaticos sobre as plantas cultivadas (ZANATTA et al., 2006), causando, dessa maneira,

significativas perdas na qualidade e quantidade dos produtos de diversas culturas.

O método de controle de plantas daninhas mais utilizado é o quimico, possuindo
diversas classificacdes quanto a seletividade, translocagdo, época de aplicacdo, estrutura quimica,
mecanismo de acdo, entre outros fatores (OLIVEIRA; BRIGHENTI, 2018). Quanto a
seletividade, ha herbicidas que ndo sdo seletivos, ou seja, possuem um amplo espectro de acao,
sendo eficazes em suprimir ou inibir qualquer planta com a dose recomendada. Quanto a
translocagdo, ha herbicida que possuem agdo por contato com efeito rapido se manifestando em
poucas horas e os de agdo sistémica que possuem efeito mais demorado devido a translocagao via
floema ou xilema, sendo, portanto, dependentes do funcionamento do metabolismo ativo das

plantas (OLIVEIRA; BRIGHENTI, 2018).

Nos primeiros 40 anos da era dos herbicidas quimicos, um novo Modo de Ac¢ao (MOA)
era introduzido a cada 2 ou 3 anos. No entanto, esse ritmo inicial de descoberta ¢ lancamento de
novos MOA nido se manteve e, atualmente, hd uma estagnac¢io na inovagao na induastria quimica.
Em 2021, a empresa FMC alcangou uma nova classificagdo de modo de agao para sua molécula
herbicida proprietaria, o tetflupirolimet. Este composto foi reconhecido como o primeiro
ingrediente ativo pertencente ao Grupo 28 do Comité de Acdo de Resisténcia a Herbicidas
(HRAC) e da Weed Science Society of America (WSSA). Além disso, € o primeiro herbicida com
um novo mecanismo de acdo a ser introduzido na industria de protecdo de cultivos em mais de

trés décadas.

A resisténcia aos herbicidas quimicos existentes tem aumentado devido a utilizacdo
repetida de herbicidas com o mesmo mecanismo de acdo, em que muitas plantas daninhas estao

desenvolvendo resisténcia multipla a vérios herbicidas, cada um com MOA diferente (HEAP
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2023). Varios fatores contribuem para esse cenario, incluindo a concentragdo da industria
agroquimica em poucos grandes players, a falta de apoio aos programas de descoberta de novos
herbicidas, e regulamentacdes cada vez mais rigorosas que dificultam o registro de novos
produtos (DAVIS; FRISVOLD, 2017; COPPING et al., 2018). Atualmente, hd 273 espécies de
plantas daninhas resistentes a herbicidas no mundo, sendo 156 eudicotiledoneas e 117
monocotiledoneas, as quais foram relatadas em 101 culturas em 74 paises. No Brasil, ha 50
biotipos registrados de diversas espécies que sao resistentes a algum herbicida quimico (HEAP,

2024).

Nesse cenario de problematica quanto a resisténcia a compostos quimicos, o capim pé-
de-galinha (Eleusine indica (L.) Gaertn) ¢ um alvo interessante para programas de Controle
Biologico, pois desenvolveu resisténcia multipla a herbicidas quimicos, relatada no territdrio
brasileiro em 2017, aos herbicidas de inibi¢do da Acetil CoA Carboxilase (ACCase) e inibidores

da Enolpiruvil Shiquimato Fosfato Sintase (EPSP) (HEAP, 2024).

Eleusine indica pertence a familia Poaceae, podendo ser anual ou perene, cespitosa,
ereta, apresentando 30 a 50 centimetros de altura, colmos glabros e caracterizada por formar
densas touceiras (LORENZI, 2014). E uma espécie monocotiledonea que possui um ciclo de vida
de aproximadamente 120 dias, ocorrendo de outubro/abril (FONTES et al., 2003) e apresenta
vantagens em solos compactados, de baixa fertilidade e acidez elevada (VIDAL; LAMEGO;
TREZZI, 2006). E considerada uma planta daninha de verdo, onde a fase de dorméncia das
sementes ocorre na época mais fria do ano (FONTES et al., 2003). Apesar de ser origindria da
Asia e sua forma de propagagdo ocorra pelas sementes (LORENZI, 2008), est4 distribuida pelas
regides tropicais, subtropicais e temperadas do mundo e encontrada em praticamente todas as
regides produtoras do Brasil (SILVA, 2020). E uma planta daninha presente em areas cultivadas
com diferentes culturas agricolas, anuais ou perenes, onde dentre os varios aspectos negativos por
ela causados, temos: reducdo da produtividade, perda de qualidade do produto agricola e
disseminagdo de pragas e doencas (CARVALHO, 2013). Eleusine indica é hospedeira de diversos
patogenos prejudiciais as culturas, dentre eles: Meloidogyne incognita, Rotylenchulus reniformis

e Pratylenchus pratensis (ANDRADE JUNIOR, 2018).

Dessa forma, a resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas representa um desafio
crescente, reforcando a necessidade de estratégias integradas que combinem métodos
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preventivos, culturais, mecanicos e quimicos (BARBOSA et al., 2022). A ado¢ao do manejo
integrado de plantas daninhas (MIPD) ¢ essencial para a produgdo agricola sustentavel,
contribuindo para a reducdo de custos de produgdo e minimizando impactos ambientais
negativos. Além disso, praticas como a rotacdo de herbicidas e a combinacao de diferentes
métodos de controle ajudam a prevenir a resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas,
garantindo a eficdcia do manejo em longo prazo (EMBRAPA, 2009). Dentre os métodos
utilizados no MIPD, destaca-se o controle bioldgico que tem por objetivo a utilizagdo de

organismos vivos para reduzir a populagdo de plantas daninhas (BARBOSA et al., 2022).

Os fungos fitopatogénicos desempenham um papel essencial no controle bioldgico de
plantas daninhas, pois possuem alta especificidade para infectar determinadas espécies, causando
doencas que podem reduzir ou eliminar essas populacdes (VIEIRA; BARRETO; NECHET,
2018). A distribuicdo espacial desses fungos ¢ influenciada por varidveis ambientais, como
temperatura, luz solar e precipitacdo, que podem afetar positiva ou negativamente seu
desenvolvimento e eficicia no controle das plantas daninhas. As principais estratégias de controle
bioldgico incluem o método inoculativo, que consiste na introdu¢do de um agente de controle em
pequenas quantidades, permitindo que ele se estabeleca e controle a populacao-alvo ao longo do
tempo, € o método inundativo, que envolve a aplicagdo em massa do agente para proporcionar
um efeito imediato (VIEIRA; BARRETO; NECHET, 2018). O método classico ou inoculativo
refere-se a introducdo de um patdgeno natural de uma planta-alvo, previamente selecionada em
seu centro de origem e inoculada na planta-alvo. Ao ser deslocada para uma nova area, onde seus
inimigos naturais estdo ausentes, essa planta torna-se mais dificil de controlar, € o objetivo ¢
restaurar o equilibrio ecologico da regido. Em contraste, o método de mico-herbicida ou
inundativo utiliza fungos fitopatogénicos endémicos, que ja mantém uma relagdo com a planta-
alvo. Esses fungos sdo produzidos em grande escala, formulados e aplicados de maneira similar
aos herbicidas quimicos, com o intuito de controlar as plantas daninhas estabelecidas na area

(MCRAE, 1988).

Para desenvolver um bioherbicida para E. indica, ¢ necessario coletar e identificar
fungos fitopatogénicos associados a esta espécie, que possuam caracteristicas desejaveis, como
facilidade de cultivo, producdo eficiente de estruturas infecciosas, especificidade limitada a

determinados hospedeiros, alta viruléncia, estabilidade genética, agdo rdpida no controle e
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adequado skelf life (KUMAR; AGGARWAL; MALIK, 2018). Esse processo de bioprospeccao
envolve a coleta de plantas infectadas diretamente no campo, seguido de sua andlise em

laboratodrio para obtencdo de culturas puras ou isoladas.

Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo demonstrar a diversidade e a
distribui¢do espacial de isolados fungicos associados a E. indica coletados durante um programa
de controle biologico para esse alvo, fazer inferéncias sobre aspectos climaticos que influenciam

as ocorréncias desses fungos e comprovar a patogenicidade desses isolados a E. indica.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coletas

Foram realizadas coletas em trés estados brasileiros (Sdo Paulo, Goias € Minas Gerais) e
em diferentes datas: 25 de margo, 6 de julho, 13 de julho, 11 de agosto e 3 de dezembro, de 2023,
totalizando cinco coletas. Tecidos vegetais de E. indica que apresentavam lesdes necroticas foram
coletados, acondicionados em prensa botanica entre folhas de jornal e encaminhados para o
Laboratério de Microbiologia e Fitopatologia (LAMIF), localizado na Universidade Federal de
Uberlandia — campus Monte Carmelo (18°43°21,1”°S, 47°31°27,4”W). As coletas ocorreram de
forma aleatoéria, com paradas as margens das rodovias quando se avistava a planta-alvo. Com
auxilio de um receptor GPS, foram coletadas as coordenadas geograficas a fim de elaborar mapas
de distribuigdo espacial dos fungos fitopatogénicos associados a planta-alvo por meio do software

QGIS 3.32.3.

2.2 Obtencao dos isolados

O primeiro procedimento realizado no laboratério foi a observacdo das lesdes no
microscopio estereoscopio para verificar qual isolamento seria indicado (direto ou o indireto),

seguindo metodologia descrita por Alfenas e Mafia (2016).

Quando era possivel a observacdo de estruturas fungicas nas lesdes, foi realizado o

isolamento direto, que consiste na sua transferéncia com o auxilio de um objeto de ponta fina,
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para uma placa de Petri contendo meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) em trés pontos
equidistantes e incubados em uma incubadora de demanda bioquimica de oxigénio (BOD) a 25
°C por 2 a 3 dias. Conforme o crescimento das colonias fungicas, procedia o processo de
repicagem para obter apenas uma colonia. Também foi realizada uma preparagdo microscopica
das estruturas fungicas visiveis observadas por meio do estereoscopio, que consistia em tranferi-
las para uma lamina de vidro contendo uma gota de lactoglicerol, com auxilio de um instrumento
pontiagudo. Logo apos a transferéncia, uma laminula foi depositada sobre a gota de lactoglicerol
contendo as estruturas fingicas para observagdao em microscopio Nikon Eclipse E100. A partir da
observagdo das estruturas fingicas, como conidios e conididéforos, permitiu-se a identificacao
preliminar dos isolados fingicos em nivel de género, assim, esses isolados receberam o codigo

BEI (Biocontrol Eleusine indica).

Na auséncia de estruturas fungicas nas lesdes, foi realizado o isolamento indireto, que
consiste na transferéncia de pequenos fragmentos do tecido vegetal lesionado para placas de Petri
contendo BDA em quatro pontos equisistantes. O corte desses fragmentos tissulares, as margens
das lesdes, foi realizado com auxilio de um bisturi previamente aquecido e imerso em alcool 70%
por 1 minuto para diminui¢do da tensao superficial do tecido, em seguida, transferidos com pinga
esterilizada para solucdo desinfestante de hipoclorito de sodio 1% por 3 minutos para
desinfesta¢do superficial. Apds essa etapa, foi realizada a lavagem desses fragmentos em agua
destilada esterilizada (ADE) e secadas previamente em papel filtro esterilizado para tranferéncia
para a placas de Petri contendo o meio de cultura BDA. Conforme o crescimento das colonias
fingicas, realizava-se o processo de repicagem para obter apenas uma colonia. Por ndo ser
possivel a visualizacdo das estruturas flngicas e, consequentemente, ndo ser possivel a
identificagdo premiliar dos fungos, recebeu o cddigo BEINI (Biocontrol Eleusine indica Nao
Identificados). Os isolados que receberam esse codigo foram repicados para placas de Petri
contendo meio de cultura de caldo de vegetais agar (CVA) para induzir a esporulagdo, assim, foi
possivel a identificacdo com base nos conidios e conididéforos. Nos casos em que ndo foi possivel

a observacdo de esporulagdo, foi realizada a extragdo de DNA para identificagdo molecular.

Apds 15 dias do inicio do crescimento das colonias fingicas em meio BDA, os isolados
fingicos foram amarmazenados pelo método de Castellani (Castellani 1939) e criopreservagao a -

80 °C. Com auxilio de um canudo esterilizado, foi realizado o corte das colonias em discos de 5
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mm e transferidos para criotubos de 3 mL. No método de Castellani, os criotubos continham
ADE e 6 discos de 5 mm de didmetro do isolado e foram acondicionados em geladeria a 10 °C
(Castellani 1939). Na técnica de criopreservagdo, os criotubos continham glicerol 10%
juntamente com 6 discos de 5 mm de didmetro do isolado e foram acondicionados em ultrafreezer
a -80 °C (Alfenas e Mafia 2016). Os isolados fingicos foram depositados na cole¢ao do
Laboratério de Microbiologia e Fitopatologia (LAMIF), localizado na Universade Federal de

Uberlandia — campus Monte Carmelo.

2.3 Teste de patogenicidade

As sementes de capim pé-de-galinha foram obtidas pela empresa AgroCosmos® e
armazenadas a 5 °C. Foi utilizada uma mistura contendo solo, areia e esterco na proporg¢ao 2:1:1
e essa mistura foi esterilizada na autoclave por 1 hora. A semeadura de E. indica foi feita em
bandejas e, ap6s 10 dias, transplantadas individualmente em copos descartdveis de 240 mL
contendo o substrato descrito. No inicio do desenvolvimento das plantulas de capim pé-de-
galinha, as bandejas ficaram sob exposi¢do solar para favorecer a germinagdo e a irrigagdo
realizada uma vez ao dia. Apds o transplantio, as plantulas foram transferidas para casa-de-
vegetacao, na qual possui um sistema de irrigagdo por microaspersao programado para irrigar trés

vezes ao dia, 8 h, 14 h e 17 h, respectivamente, por 10 minutos consecutivos.

Plantulas sadias de E. indica, no estddio de 2 pares de folhas permanentes, foram
inoculadas com discos de micélio (5,0 mm de didmetro) coletados a partir de colonias fingicas
cultivadas em meio de cultura BDA. A inoculac¢do foi realizada depositando um disco de micélio
na face adaxial de cada folha completamente desenvolvida, com aplicagdo de uma pressao para
sua fixacdo na folha. Subsequentemente, as plantas foram incubadas em uma camara imida, feita
com sacos plasticos umedecidos por 48 horas. Ao término desse periodo, ocorreu a primeira
avaliacdo e as plantas inoculadas foram transferidas para casa-de-vegetacao para observacao do
aparecimento de sintomas diariamente. O controle foi realizado por meio da inoculagdo de

plantas com discos de micélio contendo somente o meio de cultura BDA.
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2.4 Extraciao de DNA

No teste de patogenicidade, foram selecionados 26 isolados fungicos considerados como
mais agressivos, por meio de uma analise visual da manifestacdo de sintomas. Esses isolados
foram cultivados em meio de cultura batata dextrose agar (BDA) e incubados em BOD a 25 °C
por 7 dias. O Kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega) foi utilizado para a extra¢do do

DNA, seguindo as instru¢des do fabricante.

A identificagdo molecular dos isolados fingicos foi realizada por meio da PCR (reagdo
em cadeia da polimerase), que consiste na amplificagdo de regides especificas do DNA. Para os
isolados que ndo puderam ser identificados preliminarmente quanto ao género pela morfologia,
foi realizada a PCR da regido Internal Transcribed Spacer - ITS (ITS1/ITS4) conforme descrito
por White et al. (1990).

Cada reagdo de PCR teve um volume total de 25 pL, composto por 0,3 pL de Tag DNA
polimerase, 0,5 pL de ANTP (10 mM), 2,5 pL de solugdo tampao 10x, 1,25 pL de cada primer (10
uM), 1 uL de DNA (10-15 ng/uL) e 18,20 uL de dgua ultrapura esterilizada. A programacgao do
termociclador para a reacdo de PCR consistiu em uma etapa inicial de desnaturagdo a 95°C por 3
minutos, seguida por 35 ciclos que incluem trés etapas: desnaturagdo a 95°C por 30 segundos,
anelamento a 50,8°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 90 segundos. Apos a conclusdo dos
ciclos, h4d uma etapa final de extensdao a 72°C por 10 minutos, garantindo a finalizacdo completa
da sintese do DNA. Os produtos obtidos na PCR foram analisados em gel de agarose a 1% e
visualizados sob transiluminador. Os fragmentos amplificados foram purificados e enviados para

sequenciamento pela empresa ACTGene.

2.5 Analise filogenética

Apos a fase de sequenciamento, os eletroferogramas e as sequéncias de cada isolado
foram analisados por meio do software SeqAssem v07/2008. As sequéncias geradas, juntamente
com aquelas obtidas do GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), que ¢ banco de

dados publico e abrangente de sequéncias genomicas e de DNA, mantido pelo National Center
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for Biotechnology Information (NCBI), parte do National Institutes of Health (NIH) dos Estados
Unidos, foram alinhadas utilizando o programa MEGA 7.0 e otimizadas pela ferramenta MAFFT
e Gblocks no NGPhylogeny utilizando as configuragdes padrao (https://ngphylogeny.fr/). No
SequenceMatrix 1.7.8 (VAIDYA; LOHMAN; MEIER, 2011), arquivos phy foram gerados para
serem analisados no CIPRES Science Gateway v3.1 (MILLER; PFEIFFER; SCHWARTZ, 2012)
por meio da ferramenta RAXML (Randomized Axelerated Maximum Likelihood) para inferéncia
filogenética com base no método de méxima verossimilhanca (Maximum Likelihood - ML). A
arvore foi visualizada pelo FigTree v1.4.4 (RAMBAUT, 2014) e editada no Foxit PDF Editor
v.2.2.1.1119 e Canva.

2.7 Analise de distribuicio espacial dos fungos fitopatogénicos a Eleusine indica e condicoes

climaticas associadas

Para o desenvolvimento do mapa de coleta, os pontos georreferenciados de coletas
foram organizados em uma planilha e importados para o QGIS 3.32.3 como uma camada de texto
delimitado. Posteriormente, esses pontos foram convertidos em um arquivo shapefile no formato
de ponto. Arquivos shapefile, contendo os limites municipais e estaduais do Brasil, foram
inseridos e, em seguida, os municipios onde ocorreram as coletas de fungos foram selecionados e
exportados como uma nova camada shapefile. Essa camada foi entdo importada novamente para
isolar visualmente esses municipios dos demais, permitindo que fossem destacados no mapa.
Para os pontos de coleta, a ferramenta de simbologia foi utilizada para classifica-los conforme a
ordem das coletas realizadas. Por fim, o mapa foi elaborado utilizando as camadas estaduais do
Brasil, os municipios selecionados e os pontos de coleta, identificados por suas coordenadas

decimais.

Para a elaboragdo de mapas climatoldgicos, foram utilizados dados histdricos obtidos da
plataforma Meteoblue (ISO 9001), os quais foram inseridos manualmente em campos especificos
da tabela de atributos dos municipios de coleta. A ferramenta de simbologia permitiu classificar
cada mapa de acordo com seu respectivo tema climatologico. Durante a criacdo desses mapas,

foram utilizados a base cartografica estadual do Brasil, os municipios de coleta e os dados
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climatoldgicos classificados para cada municipio, aplicando gradientes de cores para representar

cada tema de forma diferenciada.

Para o mapa de distribuicdo espacial, foi criada uma camada shapefile especifica.
Durante a edicdo dessa camada, foram inseridos pontos nos municipios para indicar a presenca
dos fungos coletados. No total, foram registrados 50 fungos, correspondendo a 50 pontos no
mapa. A classificagdo foi feita de acordo com os nomes dos fungos, e diferentes formas
geométricas foram atribuidas a cada um utilizando a ferramenta de simbologia. O mapa final foi
composto pelas camadas estaduais do Brasil, os municipios de coleta e os pontos que indicavam

quais fungos foram coletados em cada municipio.

3 RESULTADOS

As coletas foram realizadas em Sao Paulo, Goias e Minas Gerais, sendo 3 em Goias
(GO), 7 em Minas Gerais (MG) e 8 em Sao Paulo (SP), totalizando 18 cidades, representadas
pela Figura 1. Obteve-se um total de 28 pontos de amostragens: Rio Verde - GO (1), Santa
Helena de Goias - GO (1), Cristalina - GO (3), Monte Carmelo - MG (6), Patrocinio - MG (3),
Ibid - MG (2), Sao Gotardo - MG (1), Campos Alto - MG (1), Delta - MG (1), Sales Oliveira - SP
(1), Guatapara - SP (1), Sao Carlos - SP (1), Pirassununga - SP (1), Araras - SP (1), Piracicaba -
SP (1), Iracemapolis - SP (1), Holambra - SP (2).
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FIGURA 1. Mapa de distribui¢@o das coletas de fungos associados a E. Indica

Ap0s o processamento das amostras de E. indica, foram obtidos 43 isolados por meio de
isolamento direto, que receberam o codigo BEI, e 45 isolados por isolamento indireto,
codificados como BEINI, totalizando 88 isolados fungicos. A partir da realizacdo do teste de
patogenicidade, 50 isolados fungicos foram fitopatogénicos ao capim pé-de-galinha. A nivel de
género, foram encontrados os seguintes isolados fitopatogénicos: 2 - Alternaria, 17 - Bipolaris, 1
- Epicoccum, 7 - Curvularia,1 - Exserohilum e 22 - Fusarium. As cidades que apresentaram
1solados fitopatogénicos € a quantidade de ocorréncias, destacando a frequéncia relativa dos
isolados, sdo de grande relevancia para se avaliar os fatores bidticos e abidticos que podem ter
influéncia direta na patogenicidade dos isolados fingicos (Tabela 2) e sua distribui¢do espacial

(Figura 2).
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TABELA 2. Quantidade de isolados fitopatogénicos e suas respectivas cidades de ocorréncia

Quant. de
Coleta Cidade isolados
fitopatogé€nicos
1 Monte Carmelo (MG) 22
Patrocinio (MG) 1
2 Holambra (SP) 6
Delta MG) 5
Guatapard (SP) 5
3 Iracemépolis (SP) 3
Piracicaba (SP) 1
Pirassununga (SP) 2
Sao Carlos (SP) 1
4 Cristalina (GO) 1
Rio Verde (GO) 2
Santa Helena de Goias (GO) 1
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FIGURA 2. Distribuicdo espacial dos isolados fingicos fitopatogénicos a E. indica
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Bipolaris, Fusarium e Curvularia foram os géneros fingicos mais encontrados, os dois
ultimos foram encontrados nos trés estados brasileiros coletados. O género Bipolaris foi
encontrado nas cidades de Delta (MG), Guatapara (SP), Monte Carmelo (MG), Holambra (SP) e
Piracicaba (SP); Fusarium em Cristalina (GO), Guatapara (SP), Holambra (SP), Iracemépolis
(SP), Monte Carmelo (MG), Patrocinio (MG), Piracicaba (SP), Pirassununga (SP), e Sdo Carlos
(SP); Alternaria em Monte Carmelo (MG) e Santa Helena de Goias (GO); Curvularia em Delta
(MG), Monte Carmelo (MQG), Piracicaba (SP); Rio Verde (GO) e Sao Carlos (SP); Epicoccum em
Piracicaba (SP) e Exserohilum em Rio Verde (GO).

As coletas foram realizadas em épocas diferentes do ano, dessa forma, foi elaborado um
mapeamento de precipitacdo média (Figura 3), da temperatura média maxima (Figura 4) e da
temperatura média minima (Figura 5) com uma base de dados desde 1940 das cidades em que os

isolados fungicos foram obtidos, considerando o més em que as amostras de E. indica foram

coletadas.
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FIGURA 3. Precipitagdo média das cidades de coletas desde 1940
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FIGURA 5. Temperatura média minima das cidades de coletas desde 1940
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De acordo com a coloracdo dos mapas, observa-se que ha uma variagdo de 5 °C nas
temperaturas médias maximas, 8 °C nas temperaturas médias e na precipitagdo houve uma
variacdo de 220 mm. Como dito anteriormente, 26 isolados fitopatogénicos considerados mais
agressivos foram escolhidos para serem discutidos com base nos dados climatologicos e periodos
de coletas. A escolha desses isolados foi baseada na classificacdo visual das lesdes foliares que
causaram em E. indica ap0s as inoculagdes artificiais e, assim, selecionados para etapas futuras
de bioprospecc¢ao como potenciais agentes de controle biologico para a planta-alvo (Tabela 3).
Além disso, foi confeccionada uma arvore filogenética dos isolados fitopatogénicos para
confirmagdo da identificagdo a nivel de género (Figura 6). Os isolados de Fusarium que

apresentaram esporulacdo nao estdo inclusos nessa arvore.

TABELA 3. Isolados fingicos fitopatogénicos mais agressivos a E. indica ¢ suas localidades

Género Cidade Coleta Quantidade
Monte Carmelo (MG) 1 (marco) 8
Bipolaris Holambra (SP) 2 (julho) 3
Piracicaba (SP) 3 (julho) 1
Guatapard (SP) 3 (julho) 2
Monte Carmelo (MG) 1 (marg¢o) 3
Fusarium Patrocinio (MQG) 1 (margo) 1
Holambra (SP) 2 (julho) 1
Piracicaba (SP) 3 (julho) 2
. Monte Carmelo (MG) 1 (margo) 1
Curvularia Piracicaba (SP) 3 (julhgo) 1
Exserohilum Rio Verde (GO) 5 (dezembro) 1
Alternaria Monte Carmelo (MG) 1 (mar¢o) 1
Santa Helena de Goids (GO) 5 (dezembro) 1
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FIGURA 6. Anilise filogenética inferida pela maxima verossimilhanca baseada no alinhamento da regido ITS de
isolados flngicos fitopatogénicos associados a Eleusine indica (capim pé-de-galinha) de vérias familias e outgroup.
Somente os valores de suporte de RAXxML acima de 70% sdo mostrados nos nds. Os géneros dos isolados
identificados na andlise estdo delimitados por caixas coloridas, com o nome do gé€nero indicado a direita. Isolados
com “*” no final da identificag¢do do isolado sdo isolados identificados como ex-type ou isolados representativos. A
andlise filogenética foi enraizada com os isolados Rhizopus schipperae CBS 138.95 e Rhizopus homothallicus CBS
336.62

Os 26 isolados flingicos mais agressivos a E. indica foram distribuidos em 4 géneros. A
Fig. 7 refere-se as caracteristicas de dias ensolarados, parcialmente nublado, nublado e os dias em
que houve chuva. Foi possivel observar que nao houve tantos dias ensolarados durante os meses
de coletas, mas que teve uma predominancia no més de julho nas cidades de Guatapara,

Holambra e Piracicaba, com aproximadamente 10, 12 e 14 dias ensolarados, respectivamente.

30



Dias

35
30
25
20
15
10

I || I — E . —
Monte Patrocinio Piracicaba Holambra Guatarapd Rio Verde Santa
Carmelo (marcgo) (julho) (julho) (julho)  (dezembro) Helena de
(marco) Goias
(dezembro)
Ensolarado Parcialmente nublado == Nublado = Precipitagdo

FIGURA 7. Céu nublado, sol ¢ dias de precipitacdo

Outro fator abidtico importante para analisar ¢ a temperatura (Figura 8), sendo um dos

fatores criticos que afetam a fisiologia e a capacidade fitopatogénica de fungos (LEACH;

COWEN, 2013; ALMIMAN, 2024). Foi possivel observar que os meses apresentaram, em sua

maioria, temperaturas de 24/28 °C e 28/32 °C, até nos meses de julho, sendo sua estacdo do ano

caracterizada pelo inverno.
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FIGURA 8. Temperaturas ao longo dos meses de coletas
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A Figura 9 mostra os dias de precipitagdo com a quantidade em milimetros (mm), nos
meses de coletas, outro fator abidtico que influencia a interagdo entre fungos fita patogénicos e
plantas ¢ a umidade e precipitacao (PENG et al., 2021; EZZIYYANI et al., 2019). No Brasil, o
verao ¢ considerado chuvoso e o inverno seco e, com os dados apresentados, ¢ possivel observar
que, em mar¢co e¢ dezembro, tiveram aproximadamente 6 e 3 dias secos, respectivamente,

enquanto em julho foram 27 dias secos aproximadamente.
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FIGURA 9. Precipitagdo nos meses de coletas
4 DISCUSSAO

Esse trabalho apresenta uma primeira etapa de um programa inédito no Brasil, visando o
desenvolvimento de um bioherbicida contendo propagulos de um fungo para o manejo de E.
indica, uma das plantas daninhas mais importantes para a agricultura mundial. Coletas realizadas

em trés estados brasileiros revelaram uma diversidade da micobiota associada a esse alvo.

Isolados de Bipolaris foram encontrados em quatro cidades: Monte Carmelo (MG),
Holambra (SP), Piracicaba (SP) e Guatapara (SP). Khan et al. (2023) investigaram o impacto de
estressores bioticos e abidticos na diversidade e funcionalidade das espécies de Bipolaris,

destacando que temperaturas elevadas (20 °C a 30 °C) favorecem o crescimento e a producao de

32



metabolitos secundérios, aumentando sua patogenicidade. Muniz et al. (2024) e Ferreira et al.
(2024) confirmaram que temperaturas entre 25 °C e 30 °C sdo ideais para a infeccdo de
patogenos fungicos, intensificando a ocorréncia de doencas. Kleczewski, Flory e Clay (2012)
analisaram a variacdo da patogenicidade de isolados de Bipolaris sob diferentes niveis de
precipitacdo, concluindo que ela favorece sua dispersdo e severidade em gramineas daninhas,
como Microstegium vimineum. Em sementes de Urochloa decumbens, Barbosa (2023) observou
que a incidéncia de Bipolaris foi maior em areas com acumulo de precipitagdo entre 40 ¢ 115 mm
na pré-colheita. Sun et al. (2020) e Ferreira et al. (2024) associaram umidade relativa superior a
80% ao aumento da infec¢ao de Bipolaris spp., incluindo B. maydis e Adhikari (2022) destacou
que chuvas frequentes e umidades elevadas criam condi¢des ideais para a propagacdo de
Bipolaris spp. A influéncia da luz na germinacdo e desenvolvimento de Bipolaris também tem
sido estudada. Moraes (2008) demonstrou que Bipolaris euphorbiae possui alta tolerancia a luz
solar e radiacdo ultravioleta, mantendo a viabilidade dos conidios, mesmo apo6s longos periodos
de exposicdo. Muniz (2022) analisou a germinagdo de seis isolados de Bipolaris bicolor,
verificando que a luz afeta o crescimento do tubo germinativo, mas ndo a taxa total de
germinagdo. As condigdes climaticas nas dreas de coleta estavam dentro da faixa ideal para
fungos fitopatogénicos do género Bipolaris, mas a precipitacdo variou. Em Sdo Paulo, houve
mais dias secos do que chuvosos, enquanto Monte Carmelo apresentou maior incidéncia de
Bipolaris, com temperaturas entre 24 °C e 32 °C e 25 dias de chuvas (2-100 mm) no periodo de

coleta, favorecendo a ocorréncia do fungo.

Fusarium spp. foram identificados em Monte Carmelo (MG), Patrocinio (MQG),
Holambra (SP) e Piracicaba (SP). O crescimento de Fusarium spp. € a produgdo de micotoxinas
estdo diretamente relacionados a temperatura, sendo que, a 30°C, sua patogenicidade pode
aumentar, especialmente em interagdo com a umidade (MSHELIA et al., 2020). Gerling et al.
(2022) demonstraram que a irrigagdo e a presenca de gramineas infectadas favorecem a dispersao
de Fusarium spp. e a contaminagdo de cultivos vizinhos, incluindo plantas daninhas. A umidade
do solo e a precipitagdo sdo fatores determinantes na germinagdo de conidios de Fusarium e no
desenvolvimento de infeccoes em diversas espécies vegetais (BENCHEIKH; BELABED;
ROUAG, 2024). A precipitacdo, medida em milimetros (mm), influencia diretamente a
germinacdo de conidios e o desenvolvimento de fungos fitopatogénicos do género Fusarium, que

afetam diversas espécies, incluindo plantas daninhas. Em Fusarium verticillioides, por exemplo,
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a presenga de agua ¢ essencial para a germina¢do dos conidios e infeccdo em hospedeiros
suscetiveis (SOUSA, 2017). Embora a quantidade exata de precipitagdo necessaria varie entre
espécies de Fusarium spp. e condi¢cdes ambientais, sabe-se que a agua livre sobre as folhas ¢ um
fator critico para a germinacdo (VIANA et al., 2001). A umidade relativa acima de 70% acelera o
crescimento micelial e aumenta a produ¢do de micotoxinas (DESAI; DUBEY; PRASAD, 2020;
GUTIERREZ-POZO et al., 2024). A luz solar, especialmente a radiagdo UV, influencia a
patogenicidade de Fusarium. Estudos indicam que a exposic¢ao a radiagdo UV pode aumentar sua
viruléncia, afetando sua capacidade infecciosa e a produgdo de metabdlitos secundarios
essenciais para sua patogenicidade (BECCARI; HAO; LIU, 2022; WANG; WANG; SHA, 2022).
No entanto, a exposi¢ao prolongada a radiacdo UV-C pode reduzir a viabilidade fingica e inibir a
germinagdo dos conidios (ROCHA, 2019). Embora esses estudos se concentrem na radiagdo UV-
C, eles sugerem que a exposicdo direta a luz solar, rica em radiacdo UV, pode impactar o
desenvolvimento de Fusarium spp., variando conforme a intensidade e a composi¢ao espectral ao
longo do dia e das estagdes. No presente estudo, a umidade foi o unico fator climatico que nao
coincidiu com os padrdes observados, ja que houve poucas chuvas nas cidades paulistas. A maior
incidéncia de Fusarium spp. foi registrada em Monte Carmelo, onde as condi¢des climaticas
favoreceram sua proliferagcdo: temperaturas entre 24 ¢ 32 °C ao longo de 30 dias e 25 dias de
chuva, com precipitacdo variando entre 2 e 100 mm. Esse cendrio sugere que a combinacao de

temperatura elevada e alta umidade foi determinante para a ocorréncia do fungo.

Isolados de Curvularia spp. foram identificados em Monte Carmelo (MG) e Piracicaba
(SP). Estudos indicam que fatores ambientais, como temperatura e umidade, influenciam sua
toxicidade e patogenicidade. Meepagala et al. (2016) mostraram que temperaturas elevadas
aumentam a atividade fitotoxica de metabdlitos de Curvularia intermedia, sugerindo seu
potencial no controle biologico de Pandanus amaryllifolius. Temperaturas acima de 30 °C podem
favorecer algumas espécies de Curvularia, mas extremos térmicos podem inibir seu crescimento
(KHAN et al., 2023). A umidade e a precipitacdo sdo essenciais para a germinaciao dos conidios
de Curvularia spp. (TORRES, 2013). Vaz-de-Melo et al. (2010) observaram que a severidade da
infeccdo em hibridos de milho aumentou 30 dias apds o florescimento, periodo em que as
condig¢des climaticas, como precipitacao, favoreceram o desenvolvimento de Curvularia spp. A
patogenicidade de Curvularia lunata em gramineas também esta diretamente ligada a umidade,

intensificando infecgdes sob alta umidade (MARIN-FELIX; HERNANDEZ-RESTREPO;
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CROUS, 2020). Santos et al. (2018) confirmaram que umidade adequada pode aumentar a
viruléncia e proliferagdo de Curvularia lunata em culturas agricolas e plantas daninhas. Niveis de
umidade relativa entre 70% e 80% sdo ideais para seu crescimento e patogenicidade,
especialmente em climas tropicais e subtropicais (MEHTA; MEENA; NAGDA, 2022). Suehara ¢
Silva (2023) indicaram que fatores climaticos, como luz solar e vento, podem aumentar a
distribuicdo atmosférica de esporos de fungos, incluindo Curvularia sp. Além disso, pesquisas
sobre a influéncia da qualidade da luz no crescimento e esporulacdo de fungos fitopatogénicos
sugerem que diferentes comprimentos de onda podem afetar esses processos, embora o impacto
especifico sobre Curvularia ndo tenha sido detalhado (VALLE, 1984). Portanto, embora ndo haja
estudos especificos sobre a influéncia direta da luz solar no crescimento de Curvularia spp., é
plausivel que ela desempenhe um papel na dispersdo e, possivelmente, no desenvolvimento
desses fungos. Em alguns estudos, a exposi¢do a luz UV foi associada ao aumento na produgao
de metabolitos secundarios, os quais podem influenciar a interacdo com plantas hospedeiras ¢ a
patogenicidade (KHAN et al., 2023). Liu et al. (2019) relataram que a radiagdo UV aumenta a
resisténcia a estresses ambientais em Curvularia coicis, sugerindo que essa adaptacdo pode estar
relacionada a patogenicidade em plantas daninhas. Piracicaba-SP foi a unica cidade que nao se
enquadrou em relacdo a umidade, devido ao nimero de dias secos nos dias da coleta. A maior
ocorréncia de isolados de Curvularia spp. foi em Monte Carmelo, o que estd diretamente
relacionado as condig¢des climaticas, ja que a coleta ocorreu no verao, com temperaturas variando

entre 24 e 32 °C durante 30 dias e 25 dias com chuvas, com precipitagdo variando de 2 a 100 mm.

Exserohilum sp. foi encontrado em Rio Verde (GO). Camera e Deuner (2017) avaliaram
a germinacdo de conidios Exserohilum turcicum com variagdo na temperatura e regime luminoso
e obtiveram como resultado que 23 °C ¢ a temperatura ideal, com a escuriddo favorecendo esse
processo. Machado (2021) indicou que a exposi¢do a luz pode inibir o desenvolvimento de
conidios de Exserohilum turcicum, especialmente em temperaturas entre 20 ¢ 26 °C. E importante
destacar que a precipitacdo ndo apenas facilita a germinagdo dos conidios de Exserohilum
turcicum, mas também contribui para a disseminacdo do patdégeno, uma vez que os conidios
podem ser transportados pelo vento e por respingos de chuva (CASELA et al., 2002). A umidade
relativa do ar proxima a 93% ¢ essencial para a esporulagdo de FE. furcicum e seu
desenvolvimento (MACHADO, 2021), o crescimento 6timo do fungo ocorre entre 18°C e 27°C,

enquanto o intervalo ideal para o desenvolvimento dos conidios ¢ de 20°C a 26°C, com a luz
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inibindo esse processo. A temperatura ideal para a esporulagdo de Exserohilum spp. € de 25 °C
(LEACH; FULLERTON; YOUNG, 1977, WHITE, 1999; BHOWMIK; PRASADA, 1970). A
ocorréncia de Exserohilum sp. foi em Rio Verde-GO apresentando 24°C a 36 °C em 29 dias ¢ a 28

dias com chuvas, variando de 2mm a 50 mm, favorecendo seu desenvolvimento.

Alternaria spp. foi encontrada em Monte Carmelo (MG) e Santa Helena de Goias (GO).
Carrascal-Herndndez et al. (2022) discutiram estratégias de biocontrole para fungos
fitopatogénicos, incluindo Alternaria, destacando como as condi¢des ambientais, especialmente a
temperatura, influenciam a patogenicidade desses fungos em diversas culturas. O estudo revela
que temperaturas elevadas favorecem o crescimento ¢ a viruléncia de Alternaria spp. em plantas
hospedeiras. Fernandes, Casadevall e Gongalves (2023) abordaram a interacdo entre temperaturas
variaveis e a patogenicidade de diferentes espécies de Alternaria, indicando que o aumento das
temperaturas favorece o crescimento do fungo e sua capacidade de causar doengas em plantas
daninhas. Estudos também mostraram que altas temperaturas combinadas com baixa umidade
reduzem significativamente sua ocorréncia (GIORNI et al., 2024; BALODI et al., 2024).
Amabile, Vasconcelos e Gomes (2002) observaram que indices de precipitagdo de 420,5 mm e
397,4 mm em duas épocas de cultivo de girrasol ficaram abaixo do indice ideal de 650 mm
(SIQUEIRA et al., 1980) e, apesar disso, a precipitacao constante durante todo o ciclo do girassol
favoreceu o desenvolvimento da mancha-de-alternaria. Coelho et al. (2011) publicaram um
estudo sobre Alternaria solani em tomateiro que revelou que a umidade relativa do ar média foi
de 79,4% e a precipitacdo acumulada de 717,4 mm durante o periodo de avaliagdo favoreceram o
desenvolvimento do patdgeno. Liu et al. (2024) investigaram Alternaria alternata, um patogeno
encontrado em Cuscuta japonica, sugerindo que a umidade e a precipitacdo afetam a capacidade
do fungo em causar doengas nessa planta daninha, com a chuva aumentando a severidade das
infeccdes e favorecendo a dispersdo dos conidios. A umidade relativa acima de 70% tem sido
associada a maior prevaléncia de Alternaria spp, pois € crucial para a germinagao € o crescimento
dos conidios (PYRRI et al,. 2024; BALODI et al., 2024). Para Walker (1983), o isolado de A.
cassiae, registrado como bioherbicida sob o nome de CASST nos Estados Unidos, esporula
apenas quando exposto a luz solar direta ou submetido a radiacdo sob luz incandescente.
Enquanto para Avila et al. (2000) a esporulagio de A. cassiae é favorecida por incubacio da
massa micelial a 25 °C e escuro continuo. Embora a luz UV seja prejudicial a muitos fungos,

Alternaria spp. mostraram alguma adaptabilidade, com niveis moderados de exposi¢do a radiacao
36



UV, podendo induzir respostas de estresse que afetam sua viruléncia e sobrevivéncia (GIORNI et
al., 2024). Rajarammohan et al. (2019) sugeriram que Alfernaria spp., especialmente A.
brassicae, apresenta adaptagdes genéticas que permitem melhor sobrevivéncia e patogenicidade
sob diversas condi¢des de luz e radiacdao. A exposicao a radiacdo UV pode afetar a expressao de
genes relacionados a patogenicidade e a producdo de toxinas por A. alternata, alterando sua
capacidade de infectar hospedeiros. Além disso, a radiacdo UV pode induzir resisténcia em
algumas plantas, impactando a dinamica da infec¢ao de Alternaria sp. (CAO et al., 2024). A
maior ocorréncia de Alternaria spp. foi em Monte Carmelo, totalmente interligada as condi¢des
climaticas, pois a coleta foi realizada no verdo, com temperaturas variando entre 24°C e 32 °C
durante 30 dias, com 25 dias de chuva variando de 2mm a 100 mm. Em Santa Helena de Goias,
as temperaturas variaram de 24°C a 36 °C durante 30 dias, com 28 dias de chuva variando de

2mm a 50 mm, favorecendo o desenvolvimento do fungo, portanto essa ocorréncia.

Dessa forma, ¢ de extrema importancia averiguar fatores abioticos que podem ter tido
uma influéncia direta na patogenicidade dos fungos encontrados, sendo que as coletas foram
realizadas basicamente em duas estagdes diferentes: verdo e inverno. Os verdes no Brasil
costumam apresentar temperaturas elevadas, com 2023 sendo registrado como o ano mais quente
da histoéria do pais. A temperatura média do Brasil estava significativamente acima da média
historica, com ondas de calor e eventos climaticos extremos se tornando mais frequentes. Os
padrdes de precipitacdo também mudaram durante esses verdes, particularmente sob a influéncia
de fendmenos como o El Nifio, que amplificou as temperaturas e alterou a distribuigao das
chuvas (THE WORLD BANK GROUP, 2021; ANDERSON; ASSUMPCAO, 2024). A umidade e
a precipitagdo influenciam a interacdo entre fungos fitopatogénicos e plantas. A umidade
adequada pode facilitar a infecc¢do, pois muitos fungos fitopatogénicos dependem de um ambiente
umido para germinacao, penetracao e colonizacao (PENG et al., 2021; EZZIYYANI et al., 2019).
O trabalho citado em seguida descreve o inverno em diferentes regides do Brasil. No Sul, as
temperaturas sdo mais frias, enquanto no Nordeste e Norte, o inverno ¢ mais imido e chuvoso. As
condicdes climaticas no inverno brasileiro estio mudando, enfatizando a interacdo entre
fendmenos climaticos, como o El Nifio, e as condic¢des de frio, além de explorar como isso afeta a

agricultura e o meio ambiente (MARENGO et al., 2023).
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Os fatores bidticos como as interagdes entre fungos fitopatogénicos e a microbiota do
hospedeiro, por exemplo, sdo fundamentais para determinar a severidade de infec¢des fungicas.
Estudos revelam que a presenga de outros microrganismos no ambiente pode modificar o sucesso
de infecgoes fungicas (YADAV; SINGH, 2024; FLORES-NUNEZ; STUKENBROCK, 2024). Ja
os fatores abidticos, como a variagdo de temperatura, disponibilidade de agua, concentragdo de
nutrientes e metais pesados, exercem pressdes seletivas sobre os fungos, influenciando sua
capacidade de sobreviver e se adaptar. Fatores como o estresse hidrico, salinidade e mudangas na
temperatura alteram o comportamento patogénico de muitos fungos, seja aumentando sua
agressividade ou restringindo seu crescimento. Além disso, endofitos flingicos, que sdo
microrganismos que vivem dentro das plantas sem causar danos, ajudam as plantas a lidar com
esses estresses bioticos e abidticos, promovendo crescimento e resisténcia as doencgas

(VERMA et al., 2022; GOWTHAM et al., 2024).

Peng et al. (2021) publicaram um estudo que concentrou principalmente no uso de
fungos fitopatogénicos como agentes de controle biologico. Os autores também discutem
aspectos de sua distribui¢do e a importancia de entender a biogeografia desses fungos para seu
uso eficaz na agricultura. Dietzel et al. (2019) analisaram a distribuicao geografica de diversos
patogenos de plantas nos EUA, evidenciando como os fatores ambientais influenciam na
distribuicdo de fungos fitopatogénicos. O estudo mapeia areas de suscetibilidade a diferentes
patdgenos e fornece dados detalhados sobre a abundancia relativa de espécies em diferentes
regidoes. Outra pesquisa investigou, também, como a composicdo da comunidade de fungos
fitopatogénicos influencia outras comunidades fingicas em florestas subtropicais, apresentando
dados sobre a distribui¢do espacial dos fungos nas diferentes fases de sucessdo florestal (CHEN
et al., 2024). Além disso, o INCT - Herbario Virtual da Flora e dos Fungos (2024), em parceria
com o Centro de Referéncia em Informacdo Ambiental (CRIA), tém utilizado técnicas de
modelagem para prever a distribuicdo potencial de fungos em varias regides do Brasil, ampliando
o entendimento sobre como diferentes espécies de fungos se distribuem e como fatores

ambientais e climaticos podem influenciar essa distribui¢do ao longo do tempo.
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5 CONCLUSAO

O presente trabalho, inédito no Brasil, revelou uma diversidade significativa de fungos
fitopatogénicos associados ao capim pé-de-galinha (Eleusine indica) nos trés estados onde foram
realizadas as coletas. Essa etapa inicial de prospeccdo € essencial para os proximos passos
visando a selegdo de um agente de controle biologico para E. indica. Novos testes serao
conduzidos por essa mesma equipe para confirmar o potencial dos fungos fitopatogénicos
identificados como potenciais agentes de controle bioldgico contra E. indica, podendo oferecer,
futuramente, uma alternativa sustentavel aos herbicidas quimicos. A bioprospec¢do de fungos
fitopatogénicos ¢ essencial para o desenvolvimento de bioherbicidas eficazes, contribuindo para a
sustentabilidade da agricultura e a redu¢do do impacto ambiental dos métodos de controle

tradicionais.
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CAPITULO 2

POSSIVEIS NOVOS TAXA FUNGICOS FITOPATOGENICOS DA FAMILIA PLEOSPORACEAE
ASSOCIADOS AO CAPIM PE-DE-GALINHA (Eleusine indica)

RESUMO

Este estudo aborda a diversidade e identificagdo de fungos da familia Pleosporaceae associados ao capim
pé-de-galinha (Eleusine indica) por meio de analises filogenéticas. Estas analises foram realizadas com
softwares como MEGA 11, MAFFT, Gblocks e MrBayes, destacando-se a importdncia dos dados
moleculares para identificagdo precisa, devido a sobreposigdo de caracteres morfologicos entre espécies.
Os resultados mostraram que as caracteristicas morfoldgicas, isoladamente, ndo sdo suficientes para
identificacdo precisa, e que a classificacdo baseada apenas em caracteristicas moleculares também ¢
insuficiente. As analises de DNA revelaram que Bipolaris ¢ Curvularia nao podem ser combinados num
unico género monofilético. Destaca-se nesse trabalho 6 possiveis espécies novas, 3 do género Curvularia
e 3 do género Bipolaris, sendo fundamental a utilizacdo de abordagens integradas para delimitagdo
taxondmica. Enfatizamos que a filogenia € essencial para a identifica¢do precisa de novos taxa fiingicos e
que estudos morfoldgicos estdo sendo conduzidos com esses isolados para confirmar essas possiveis novas
espécies, assim como preparar futuras publicagoes.

Palavras-chave: Analise molecular, Filogenia; Novas espécies
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ABSTRACT

This study addresses the diversity and identification of fungi from the Pleosporaceae family associated
with goosegrass (Eleusine indica) through phylogenetic analyses. These analyses were performed using
software such as MEGA 11, MAFFT, Gblocks, and MrBayes, emphasizing the importance of molecular
data for precise identification, due to the overlap of morphological traits between species. The results
showed that morphological characteristics alone are not sufficient for accurate identification, and that
classification based solely on molecular traits is also inadequate. DNA analyses revealed that Bipolaris
and Curvularia cannot be combined into a single monophyletic genus. This study highlights 6 possible
new species, 3 from the genus Curvularia and 3 from the genus Bipolaris, underscoring the need for
integrated approaches for taxonomic delimitation. We emphasize that phylogeny is essential for the
accurate identification of new fungal taxa, and morphological studies are being conducted with these
isolates to confirm these potential new species and prepare for future publications.

Keywords: Molecular analysis; Phylogeny; New species

47



1 INTRODUCAO

O capim-pé-de-galinha (Eleusine indica) ¢ uma planta daninha amplamente disseminada
em diversos tipos de solo e climas tropicais e subtropicais, sendo uma das principais ameagas a
agricultura, especialmente em culturas de graos e pastagens. Essa planta, pertencente a familia
Poaceae, ¢ caracterizada por sua alta capacidade de adaptacdo e resisténcia a diferentes métodos
de controle (LORENZI et al., 2008). O capim-pé-de-galinha (Eleusine indica) é uma graminea
anual pertencente a familia Poaceae, amplamente distribuida em regides tropicais e subtropicais.
Apresenta colmos geralmente ramificados desde a base, com altura variando de 30 a 50 cm. As
folhas possuem bainhas abertas, ligulas membranosas e laminas planas ou conduplicadas, com
largura entre 3 e 8 mm. A inflorescéncia é composta por 5 a 12 espigas fasciculadas, dispostas no
apice do colmo ou sobre um eixo breve, com comprimento de 5 a 7 cm. As espigas sdo
imbricadas em duas séries, contendo de 6 a 10 flores, e apresentam comprimento de 5 a 5,5 mm.
O fruto ¢ uma cariopse com pericarpo muito fino, medindo de 1 a 1,5 mm de comprimento,
contendo uma semente de coloracdo marrom-avermelhada e superficie granulada (GOVERNO
DO MEXICO, 2025). O uso intensivo e, por vezes, indiscriminado de herbicidas quimicos tem
levado ao surgimento de popula¢des de plantas daninhas resistentes, tornando o manejo dessas
espécies um desafio crescente na agricultura moderna (SANTOS, 2022). Um exemplo notavel € o
capim-pé-de-galinha (Eleusine indica L.), que desenvolveu resisténcia a multiplos mecanismos
de acao de herbicidas, dificultando seu controle e exigindo estratégias de manejo mais integradas

(CORREIA, 2024).

O controle bioldgico de plantas daninhas, em particular do capim-pé-de-galinha, tem se
mostrado uma abordagem promissora, com foco no uso de organismos naturais, como fungos,
bactérias e insetos, para reduzir a populagdo da planta-alvo (OLIVEIRA; BRIGHENTI, 2018). A
utilizacao de fungos fitopatogénicos, em especial, tem ganhado destaque nos ultimos anos devido
ao seu potencial de infeccdo e capacidade de controle especifico, minimizando impactos no
ecossistema e evitando os danos ambientais provocados pelos herbicidas (VIEIRA; BARRETO;

NECHET, 2018).

Além disso, a crescente resisténcia do capim-pé-de-galinha a herbicidas tem levado a

intensificacdo de pesquisas sobre fungos fitopatogénicos que atuam como agentes de biocontrole.
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Esses estudos buscam ndo apenas identificar e isolar novos fungos, mas também entender a
dindmica de interacdo entre esses organismos e as plantas daninhas, para otimizar os métodos de
controle e reduzir a dependéncia de produtos quimicos no manejo agricola (Carvalho et al.,
2017). A importancia dessa abordagem ¢ reforgcada por seu carater sustentavel, que visa reduzir os

impactos negativos dos métodos convencionais de controle de plantas daninhas.

A familia Pleosporaceae, pertencente a ordem Pleosporales e classe Dothideomycetes,
compreende um grupo diverso de fungos amplamente distribuidos em diferentes habitats e modos de
vida, incluindo formas saprofitas, endofiticas e fitopatogénicas. Estudos recentes tém contribuido para a
elucidacdo das relagoes filogenéticas entre os géneros dessa familia, permitindo uma melhor compreensao
de sua taxonomia e evolugao (KODSUEB et al., 2006). Além disso, novas descobertas, como a descrigao
dos géneros Neostemphylium e Scleromyces, ttm ampliado o conhecimento sobre a diversidade e
caracteristicas morfoldgicas dos representantes da Pleosporaceae, reforcando sua importancia ecologica e

taxonomica (TORRES-GARCIA, 2022).

A distingdo entre esses géneros baseia-se em caracteristicas especificas dos conidios. No género
Exserohilum, os conidios possuem um hilo (ponto de fixagdo ao conidiéforo) distintamente protuberante,
caracteristica que o diferencia de Bipolaris ¢ Dreschlera. Em Bipolaris, o hilo € apenas ligeiramente
protuberante, enquanto em Drechslera o hilo ndo ¢ protuberante. Essas diferencas morfologicas sdo
fundamentais para a correta identificagdo e classificagdo desses fungos (ADELAIDE UNIVERSITY,
2023). De acordo com Manamgoda et al. (2012) os conidios de Curvularia tendem a ser relativamente
curtos, com menos de 100 um na maioria das espécies, e apresentam formato reto ou levemente curvado.
Quando curvados, essa curvatura resulta do alargamento excessivo das células intermedirias. Ja os
conidios das espécies de Bipolaris sao, em geral, maiores, ultrapassando 100 pm, possuem um maior
numero de distoseptos e podem ser retos ou suavemente curvados. A identificagdo de espécies de
Bipolaris e Curvularia ¢ desafiadora, pois as caracteristicas morfologicas assexuais sdo insuficientes
devido a alta variabilidade intraespecifica e a dificuldade em obter estidgios sexuais em laboratorio
(ARABI; JAWHAR, 2007, MANAMGODA et al., 2015). Muitas descricdes de espécies apresentam
sobreposi¢do de caracteres, como o comprimento, a septagdo e a largura dos conidios, que t€m intervalos

ambiguos entre as espécies (MANAMGODA et al., 2012; MANAMGODA et al., 2014).

Dessa forma, estudos filogenéticos recentes tém contribuido para uma melhor compreensdo das
relagdes entre esses géneros. Andlises de sequéncias de DNA revelaram que Bipolaris e Curvularia nao
podem ser combinados num unico género monofilético, indicando que a classificagdo baseada apenas em
caracteristicas morfologicas pode ser insuficiente. Esses achados ressaltam a importancia de abordagens
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integradas, combinando dados morfoldégicos e moleculares, para uma delimitagdo taxondmica mais precisa

(MANAMGODA et al., 2012).

O objetivo desde trabalho ¢ determinar possiveis novos taxa fingicos associados ao capim pé-

de-galinha com base na filogenia.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Extracio de DNA

Apds teste de patogenicidade descrito no capitulo 1 dos isolados codificados como BEI
(Biocontrol Eleusine indica — Isolamento direto) e BEINI (Biocontrol Eleusine indica nao identificado—
Isolamento indireto), foi feita a extragdo de DNA de todos os isolados fitopatogénicos. Esses isolados
foram cultivados em meio de cultura batata dextrose agar (BDA) e incubados em BOD a 25 °C por 7 dias.
O Kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega) foi utilizado para a extragdo do DNA, seguindo as

instrugdes do fabricante.

A identificacdo molecular dos isolados fungicos foi realizada por meio da PCR (reacdo em
cadeia da polimerase), que consiste na amplificacao de regides especificas do DNA. Foi realizada a PCR
da regido Internal Transcribed Spacer - ITS (ITS1/ITS4) conforme descrito por White et al. (1990). Para
amplificar o gene glyceraldehyde-3-phosphate (GPDH), os primers gpdl e gpd2 (BERBEE et al., 1999).
A regido Elongation Factor I-alpha (EF-1a) foi amplificada utilizando os primers EF 983/2218R
(SCHOCH et al., 2009).

Cada reagdo de PCR teve um volume total de 25 pL, composto por 0,3 pL de Taqg DNA
polimerase, 0,5 pL de dNTP (10 mM), 2,5 pL de solucao tampao 10x, 1,25 pL de cada primer (10 uM), 1
puL de DNA (10-15 ng/uL) e 18,20 pL de agua ultrapura esterilizada. Para ITS, a programagdo do
termociclador para a reagdo de PCR consistiu em uma etapa inicial de desnaturacdo a 95°C por 3 minutos,
seguida por 35 ciclos que incluem trés etapas: desnaturagdo a 95°C por 30 segundos, anelamento a 50,8°C
por 1 minuto e extensdao a 72°C por 90 segundos. Apo6s a conclusdo dos ciclos, ha uma etapa final de

extensdo a 72°C por 10 minutos, garantindo a finalizagdo completa da sintese do DNA.

Os fragmentos amplificados foram purificados e enviados para sequenciamento pela empresa
ACTGene. Para GPDH, o programa de amplificagdo incluiu uma etapa inicial de desnaturacdo a 96 °C por
2 minutos, seguida de 35 ciclos de PCR com 1 minuto a 96 °C, 1 minuto a 52 °C e 45 segundos a 72 °C. A

cada ciclo, o tempo foi estendido a 72 °C por 4 segundos, com uma extensao final de 10 minutos a 72 °C.
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Para EF-1 a, incluiu uma etapa inicial de desnaturacao a 95 °C por 3 minutos, seguida de 30 ciclos de 40
segundos de desnaturagdo a 94 °C, 50 segundos de anelamento dos primers a 54 °C e 1 minuto de
extensdo a 72 °C. Os produtos obtidos na PCR foram analisados em gel de agarose a 1% e visualizados

sob transiluminador.

2.2 Escolha dos isolados

Os eletroferogramas e as sequéncias de cada isolado foram analisados por meio do software
SeqAssem v07/2008. As sequéncias geradas foram avaliadas no GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), que é banco de dados publico e abrangente de sequéncias
genOmicas e de DNA, mantido pelo National Center for Biotechnology Information (NCBI), parte do
National Institutes of Health (NIH) dos Estados Unidos. Os isolados que tiveram identidades préximas aos

géneros Bipolaris, Curvularia e Exserohilum foram selecionados para analise.

2.3 Analise filogenética

As sequéncias dos isolados selecionados foram alinhadas utilizando o programa MEGA 11
(TAMURA; STECHER; KUMAR, 2021). O alinhamento foi otimizado com as ferramentas MAFFT ¢
Gblocks, através do NGPhylogeny (https ://ngphylogeny .fi/), utilizando configuragdes padrao. No
software SequenceMatrix 1.7.8 (VAIDYA; LOHMAN; MEIER, 2011), foram gerados arquivos Nexus

(ndo intercalados), contendo dados sobre os limites dos genes, além de arquivos PHY para analise do
alinhamento no AliView (LARSSON, 2014), a fim de gerar arquivos no formato Nexus, devidamente
modificados para a analise no MrBayes. Esses alinhamentos foram analisados com o software MEGA 11
(TAMURA; STECHER; KUMAR, 2021), salvando as sequéncias no formato ideal para utilizagdo no
PAUP 4.0 (SWOFFORD, 2002), o que possibilitou a geragdo do arquivo mrmodel.scores. A partir disso,
foi gerado o arquivo modelo.out para as regides ITS, GAPDH e¢ TEF. Com base nesse processo, foi
possivel selecionar o melhor modelo de evolucdo utilizando o Akaike Information Criterion (AIC) no
MrModeltest 2.3 (POSADA; CRANDALL, 1998). O arquivo Nexus do Aliview foi configurado e
desenvolvido no CIPRES Science Gateway v3.1 (MILLER; PFEIFFER; SCHWARTZ, 2012), utilizando a
ferramenta MrBayes 3.2.7a (RONQUIST et al., 2012) no OnAcess para inferéncia filogenética por meio
da analise bayesiana. A arvore filogenética gerada foi visualizada no FigTree v1.4.4 (RAMBAUT, 2009) e
editada no Foxit PDF Editor v.2.2.1.1119 e no Canva. A Tabela 1 contém todos os isolados fingicos

utilizados na construgo da arvore filogenética.
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TABELA 1. Detalhes dos isolados submetidos a andlise de sequéncia de DNA com multiplos genes

- o GenBank .

Espécies Cadigo TS GPDH F La Referéncias
A. alternata EGS 34.0160 AF071346  AF081400 - Berbee et al (1999)
B. austrostipae BRIP12490 KX452442 KX452408 KX452459 Tan et al. (2016)
B. bicolor CBS 690.96 KJ909762 KMO042893 KMO093776 Manamgoda et al. (2014)
B. bicolor ML9021 ON329189 OP554702 OP554633 Kaboré et al. (2022)
B. bicolor YB450101 MH201400 MK372988 MK372987 Qin et al. (2019)
B. bicolor MA1 MG948592 MG948593 MG948594 Liang et al. (2019)
B. bicolor CPC 28825 MF490805 MF490827 MF490849 Marin-Felix (2017)
B. crotonis CBS 27491 KJ909768 KM034820 KM093758 Manamgoda et al. (2014)
B. crotonis BRIP 14838 KJ415526  KJ415420 KJ415469 Tanet al. (2014)
B. crotonis BRIP 15875 KJ415527 KJ415419 KJ415468 Tan et al. (2014)
B. coffeana BRIP 14845 KJ415525 KJ415421 KJ415470 Tanet al. (2014)
B. coffeana MFU0088 KJ922385 KMO034841 KMO093784 Manamgoda et al. (2014)
B. coffeana MFU0090 KM230386 KM034840 KM093783 Manamgoda et al. (2014)
B. gossypina BRIP 14840 KJ415528 KJ415418 KIJ415467 Manamgoda et al. (2014)
B. microlaenae CBS 280.91 IN601032  JN600974 JN601018 Manamgoda et al. (2012)
B. microlaenae BRIP 15613 JN192378  JN600973 JN601017 Manamgoda et al. (2014)
B. peregianensis ~ BRIP 12790 IN601034 JN600977 JN601022 Manamgoda et al. (2012)
B. peregianensis  DAOM 221998 KJ922393 KMO034849 KMO093797 Manamgoda et al. (2014)
B. sacchari ICMP 6227 KJ922386 KMO034842 KM093785 Manamgoda et al. (2014)
B. sorokiniana CBS 110.14 KJ922381 KMO034822 KMO093763 Manamgoda et al. (2014)
B. sorokiniana CBS 120.24 KJ909776  KM034821 KMO093762 Manamgoda et al. (2014)
B. sorokiniana FIP 499 KJ922382 KMO034828 KMO093769 Manamgoda et al. (2014)
B. sorokiniana MAFF 236448 KJ909792 KMO034826 KM093767 Manamgoda et al. (2014)
C. asiatica MFLUCC 10-0687  JX256422 JX276435 JX266591 Manamgoda et al. (2012)
C. asiatica MFLUCC 10-0711 JX256424 JX276436 JX266593 Manamgoda et al. (2012)
C. asiatica MFLUCC 10-0685  JX256425 JX276437 JX266594 Manamgoda et al. (2012)
C. geniculata CBS 187.50 KJ909781 KMO083609 KM230410 Manamgoda et al. (2014)
C. geniculata MFLUCC 24-0022 PQ358371 PQ412486 PQ412458 Vuet al. (2019)
C. radicifoliigena CGMCC3.19328 MN215695 MN264127 MN263988 Raza et al (2019)
C. radicifoliigena  LC11955 MN215697 MN264129 MN263990 Raza et al (2019)
C. radicifoliigena  1LC11954 MN215696 MN264128 MN263989 Raza et al (2019)
C. radicifoliigena NCK1281 LC802638 LC802648 LC802658 Huang et al. (2004)
C. radicifoliigena  LC11956 MN215698 MN264130 MN263991 Raza et al (2019)
E. corniculatum BRIP 11426 LT837453 LT883533 LT883558 Hernindez-Restrepo (2018)
E. holmii CBS 505.90 KT265252 LT715889 LT883560 Hernandez-Restrepo (2018)
E. holmii CBS 413.65 MHS870286 LT715890 LT883567 Hernindez-Restrepo (2018)
E. khartoumensis  CBS 132708 NR_157476 LT715888 LT883569 Hernandez-Restrepo (2018)
E. minor BRIP 14615 LT837469 LT883544 LT883579 Herndndez-Restrepo (2018)
E. minor BRIP 14616 NR_158419 LT883545 LT883580 Hernandez-Restrepo (2018)
E. neoregeliae CBS 132832 NR_157457 LT715886 LT896607 Herndndez-Restrepo (2018)
E. neoregeliae CBS 132833 LT631315 LT715887 LT896608 Hernindez-Restrepo (2018)
E. rostratum CBS 297.80 KT265244 LT715895 LT883563 Herniandez-Restrepo (2018)
E. rostratum ER-AYA2 ON834368 ON859938 ONB859968 Boonkorn et al. (2024)
E. rostratum ER-AYALI ONB834367 ON859937 ON859967 Boonkorn et al. (2024)

Culturas ex-tipo, tipos ou representativas estdo com os codigos em negrito
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A arvore filogenética (Figura 1) apresentada inclui isolados dos géneros Curvularia, Bipolaris e
Exserohilum, com Alternaria alternata como outgroup. Os isolados BEI e BEINI, totalizando 20, estdo
distribuidos em diferentes clados, alguns agrupando com espécies ja descritas e outros possivelmente
representando espécies novas. A analise foi baseada em sequéncias genéticas, ¢ os valores de suporte

bootstrap elevados (acima de 90%) indicam confiabilidade na maioria dos agrupamentos.

Todos os isolados marcados em azul podem ser uma nova espécie ou uma variagdo
intraespecifica. Analisando primeiro as espécies de Curvularia, pode-se dizer que ha trés possiveis novas
espécies: a primeira representada por BEIO13, BEI023, BEINI035, a segunda presentada por BEINIOO1 e
BEINIOO2 e a terceira representada por BEIO42. Por exemplo, a primeira marcacdo apresenta trés
isolados BEIO13, BEI023 e BEINIO35. Pode-se observar que 95% das vezes, BEI023 e BEINIO35 se
agruparam em um clado diferente de BEIO13, mas provavelmente ambos sdo a mesma espécie. Sera
necessario realizar uma caracterizagdo morfologica desses isolados para a confirmacdo dessa nova
espécie. JA BENIOO1 e BEINIO02 estdo no mesmo clado, mas sem nenhuma espécie ja descrita e BEI042

formando um clado isolado, proximo a C. asiatica e C. geniculata.

Para Bipolaris spp. ha trés possiveis novas espécies: a primeira representada por BEINIO13, a
segunda por BEINIO15 e a terceira por BEINIOO4-1. Uma espécie proxima a BEINIO13 e BEINI1S ¢
Bipolaris microlaenae, descrita por Alcorn em 1990, isolada de folhas de Microlaena stipoides em
Queensland, Australia. Embora os isolados BEINIO13 e BEINIO15 inferem novas espécies, € necessario
observar se compartilham algumas caracteristicas morfoldgicas com B. microlaenae, pois Manamgoda et
al. (2014) enfatizaram a necessidade de combinar dados morfoldgicos e moleculares para uma delimitacao
precisa das espécies. A relacao filogenética entre BEINIO04-1 e Bipolaris bicolor sugere que essa amostra
pode inferir uma espécie nova ou pertencer a mesma espécie ou representar uma variante genética
proxima. No entanto, a confirmagdo dessa identidade requer estudos adicionais, incluindo caracterizagao
morfologica detalhada e analises genomicas complementares. Diferencas morfoldgicas e fisiologicas entre
BEINIO04-1 e isolados, previamente descritos de Bipolaris bicolo,r podem indicar a existéncia de uma

nova linhagem ou até mesmo uma espécie criptica dentro desse complexo taxondmico.
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FIGURA 1. Arvore filogenética dos isolados BEI e BEINI associados a E. indica inferida a partir da anélise
Bayesiana com base nas sequéncias ITS, GAPDH e TEF. Os valores das probabilidades posteriores de Bayes > 0,90
estdo indicados nos nos, respectivamente. Os isolados do estudo estdo destacados em negrito. O clado mais préximo
dos isolados na analise estdo delimitados por caixas coloridas. Isolados com “T” no final da identificagdo do isolado
sdo isolados identificados como ex-type ou isolados representativos. A analise filogenética foi enraizada com o

isolado Alternaria alternata EGS 34.0160.
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" Exserohilum holmii CBS 413.65
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Dentro do género Bipolaris foi possivel observar que isolados desse estudo se agruparam com
espécies ja descritas anteriormente por outros pesquisadores. Por exemplo, o BEIO07 e BEIO10 foram
identificadas como Bipolaris gossypina, BEI012, BEINI041, BEI020 e BEINI032 correspondem a
Bipolaris crotonis; BEIO21 e BEINIO33 foram identificadas como Bipolaris coffeana; e BEI034 e
BEINIOO3 correspondem a Bipolaris bicolor. Para o género Exserohilum, o isolado BEIO40 foi
identificado como Exserohilum rostratum. A combinagdo de andlises morfologicas e moleculares

proporcionou uma identificagdo mais precisa dessas espécies (SOUSA, 2015).

Dessa forma, é preciso prosseguir com este estudo e observar se as caracteristicas morfoldgicas
combinam com as espécies descritas. Bipolaris gossypina foi descrita por Sivan em 1985, isolada de
sementes e folhas Gossypium sp. no Quénia, apresentando morfologia de estrutura assexuadas em meio de
batata-dextrose-agar (BDA) caracterizada por conididéforos (130-250 x 8-10 pm), podendo ser
encontrados isolados, em pares ou pequenos grupos. Eles sdo simples, com separagdes visiveis (septados),
e a célula na base é arredondada e maior que as outras. E liso ou levemente verruculosos, com coloragio
variando do marrom claro ao marrom escuro. As cicatrizes conidiogénicas apresentam coloracdo marrom
escuro. Os conidios (55-80 x 14-18 pm), sendo lisos, retos, obclavados, subcilindricos, as vezes
rostrados, marrom oliviceo a marrom avermelhado médio, distoseptados (7—10). O hilo € truncado e
ligeiramente saliente (MANAMGODA et al. 2014). De acordo com USDA Fungal Databases, Bipolaris
gossypina s6 foi relatado em Gossypium sp. (SIVANESAN, 1985; RICHARDSON, 1990; TAN et al.,
2014; MANAMGODA et al., 2014; TAN et al., 2016, RAZA et al., 2019; BHUNJUN et al., 2020). Sendo,

portanto, possivelmente um primeiro relato em Eleusine indica no Brasil.

Bipolaris crotonis foi descrito por Sivan em 1985, isolado das folhas de Croton em Samoa.
Morfologia assexuada em meio WA + palha de trigo descrita por conidioforos (110-260 x 6—10 pum),
surgindo isolados, terminais ou laterais, simples ou ramificados, septados, retos ou flexuosos, com
geniculado na parte superior, de cor marrom claro a escuro, mais claro na parte superior. Superficie do noé
conididgenico marrom escuro e verrucosa. Conidios de (60—138 x 20-32 pm), lisos, retos, elipsoides ou
obclavados, subhialinos a marrom escuro, com o septo proximo ao hilion mais claro, distoseptados (4—11).
Hilo truncado e ligeiramente protuberante. Colonias em WA + palha de trigo, com aparéncia algodonosa e
aveludada, de cor cinza escuro a preta. Hifas subhialinas a marrom claro, lisas, septadas e ramificadas
(MANAMGODA et al., 2014). De acordo com USDA Fungal Databases, Bipolaris crotonis foi relatado
em Croton sp. em Samoa (SIVANESAN, 1085; TAN et al., 2014; MANAMGODA et al., 2014; TAN et
al., 2016, RAZA et al., 2019; BHUNJUN, 2020), em Eleusine indica na Australia (MANAMGODA et al.,
2012; TAN et al., 2014; MANAMGODA et al., 2014; BHUNJUN et al., 2020) e nos paises Papua Nova

55



Guiné e Vanuatu (MANAMGODA, 2012). Sendo, portanto, um primeiro relato desta espécie em E. indica

no Brasil.

Bipolaris coffeana foi descrito por Sivan em 1985, isolado de folhas de Coffea arabica em
Quénia. Morfologia assexuada em BDA caracterizada por apresentar hifas marrom claro, lisas e septadas.
Conidioforos (170-250 x 4—6 um), dispostos em pequenos grupos, simples, cilindricos, septados, com
geniculado pronunciado e base dilatada, de cor marrom claro a escuro. Conidios (35—69 x 14-23 um,
lisos, geralmente retos, raramente curvados, com formato oblongado, elipsoidal ou amplamente fusoide,
marrom claro a escuro, distoseptados (4—7). Hilo ligeiramente proeminente e truncado. Colonias de
coloracdo marrom média a escura, esporulando abundantemente (MANAMGODA et al., 2014). De acordo
com USDA Fungal Databases, Bipolaris coffeana foi relatado em Coffea arabica em Quénia
(SIVANESAN, 1085; TAN et al., 2014; MANAMGODA et al., 2014; TAN et al., 2016, RAZA et al.,
2019; BHUNIJUN, 2020), em Bouteloua gracilis (grama azul) nos Estados Unidos (MANAMGODA et al.,
2014), em Cynodon dactylon (grama-seda) na Nova Zelandia (MANAMGODA et al. 2014) e em
Digitaria sp. na Tailandia (MANAMGODA et al., 2014). Sendo, portanto, possivelmente um primeiro

relato desta espécie em Eleusine indica no Brasil.

Bipolaris bicolor foi descrito por Shoemaker em 1959, isolado de colmos vivos de Triticum em
Mabharashtra (MITRA, 1930). Morfologia assexuada em BDA caracterizada por conidioéforos (78-596 x
5-7 um), dispostos isoladamente ou em pequenos grupos, simples ou ramificados, septados, retos ou
flexuosos, de cor marrom acinzentado, em microculturas BDA. Conidios (23—80 x 15-19 um), lisos,
geralmente retos, raramente curvados, predominantemente cilindricos, as vezes obclavados, afilando-se
nas extremidades arredondadas, marrom acinzentado a marrom escuro, hialinos quando imaturos e,
quando maduros, com as células terminais geralmente mais claras que as centrais, as vezes subhialinos,
distoseptados (2-9). Hilo (3—5 um) conspicuo. Colonias coloracdo cinza esbranquicada, aveludadas e
elevadas, com margens inteiras ou onduladas (MANAMGODA et al., 2014). De acordo com USDA
Fungal Databases, Bipolaris bicolor foi relatado em varias espécies de plantas, dentre elas Brachiaria
ruziziensis na Costa do Marfim (SIVANESAN, 1087), Pennisetum spp. na Australia, Dinamarca, [ndia,
Zimbabue (SIVANESAN, 1087), Sorghum sp. na Dinamarca, [ndia, Australia e Nigéria (SIVANESAN,
1087), Triticum aestivum no Brasil (MENDES; SILVA; DIANESE, 1998), Eleusine spp., dentre elas
Eleusine indica na Tailandia (MARIN-FELIX et al., 2017; Raza et al., 2019; Bhunjun et al., 2020). Sendo,

portanto, possivelmente um primeiro relato dessa espécie no Brasil.

Exserohilum rostratum foi descrito por Leonard e Suggs em 1974, isolados de folhas secas de
Eragrostis major em Washington. Hifas vegetativas (2,5-8 um) septadas e ramificadas, de cor olivaceo

palido a marrom olivaceo palido, lisas a verruculosas. Morfologia assexuada caracterizada por
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conididéforos macronematosos, mononematosos, retos a flexuosos, geniculados na parte apical, septados,
ndo ramificados, subcilindricos, de cor marrom olivaceo palido a marrom olivaceo escuro, com paredes
celulares mais espessas que as das hifas vegetativas, lisos, tornando-se finamente verruculosos ao redor
dos loci conididgenos, com 65-395,5 x 4-7.5 um e base at¢ 9 um de largura. Células conididgenas
integradas, terminais e intercalares, mono a politréticas, proliferando simpodialmente, com pigmentacao
irregular, principalmente subcilindricas, de 5,5-27.5 pum de comprimento, com poros rodeados por
cicatrizes de até 3—4,5 um de largura. Conidios (15-190 x 7-29 um) elipsoides, clavatados, obclavatados
ou subcilindricos, rostrados ou ndo, retos a moderadamente curvados, de cor marrom olivaceo palido a
marrom olivaceo escuro, com células basais e apicais frequentemente delimitadas por um septo escuro,
lisos a verruculosos, distoseptados (1-15), e hilo (3—4 um) truncado fortemente protuberante. Colonias em
SNA com folhas de milho esterilizadas a 24 °C, apresentavam didmetro medindo 64—108 mm apos 7 dias,
de aspecto peludo, de cor cinza olivaceo a preto olivaceo, apresentando areas de micélio algodonoso, de
cor branca a cinza olivaceo nas folhas de milho e margem fimbriada (HERNANDEZ-RESTREPO et al.,
2018). De acordo com USDA Fungal Databases, Exserohilum rostratum foi relatado em Triticum aestivum
(trigo) na Australia (HERNANDEZ-RESTREPO et al., 2018), no Brasil (MENDES; SILVA; DIANESE,
1998) e na Africa do sul (HERNANDEZ-RESTREPO et al., 2018), Oryza sativa (arroz) em muitos paises,
dentre eles Brasil (MENDES; SILVA; DIANESE, 1998; SILVA et al., 2016), Sorghum bicolor (sorgo) em
muitos paises, dentres eles Brasil (MENDES; SILVA; DIANESE, 1998), Zea mays (milho) em diversos
paises, dentre eles Brasil (MENDES; SILVA; DIANESE, 1998), Eleusine coracana (capim-pé-de-galinha
gigante) na india (SIVANESAN, 1987). Sendo, portanto, possivelmente um primeiro relato em Eleusine

indica no Brasil.

4 CONCLUSAO

Infere-se que ha seis possiveis novas espécies fungicas fitopatogénicas associadas ao capim pé-
de-galinha, 3 do género Curvularia ¢ 3 do género Bipolaris. A analise filogenética das amostras resultou
na identificagdo de varias espécies de Bipolaris e Exserohilum, algumas das quais estdo associadas a
importantes culturas agricolas. A descoberta de possiveis novas espécies necessita da caracterizagdo
morfologica detalhada, pois é fundamental para sua descricdo formal. A combinagdo de dados
morfolégicos e moleculares permite uma delimitacdo mais precisa das espécies e uma melhor
compreensao de suas relagoes filogenéticas. Portanto, para confirmar a descoberta de novas espécies dos
isolados (BEI e BEINI), é imperativo realizar estudos morfologicos abrangentes e andlises genOmicas

adicionais.
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CAPITULO 3

Novas caracteristicas morfologicas de Curvularia nodulosa, fitopatégeno do capim pé-de-

galinha (Eleusine indica) C. Fabbris, M.F. Queiroz, B. S. Vieira & A.L. Firmino
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Novas caracteristicas morfologicas de Curvularia nodulosa fitopatégeno do capim pé-de-

galinha (Eleusine indica) C. Fabbris, M.F. Queiroz, B. S. Vieira & A.L. Firmino.

Classification - Pleosporaceae, Pleosporales, Ascomycota

Lesoes anfigenas em folhas vivas, nas margens e no apice, irregular, 30—57 x 10-50 mm,
no inicio surgem como pontos escuros € com o desenvolvimento das lesdes tornam-se marrom
claro, com margens marrom-escuras, coalescendo. Colonias anfigenas. Hifas hialinas a marrom
claro, septada e ramificada. Conidioforos 7,2—13,5 x 2-3,5 um, macronematosos, isolados,
simples, septados ou ndo septados, restritos a células conidiogénicas, curto, reto ou curvos, com
uma célula basal inchada, apresentando coloragdo marrom claro. Células conidiogénicas 2-3 x
2,4-3,9 um, monotréticas e terminais. Conidios 12,2-29 x 4,4-8 pm, retos, obclavados ou
subcilindricos, mais largos no meio ou logo abaixo para o lado do hilo, afilando para as
extremidades, marrom palido, 3—-6 distoseptos, com hilo destacado 0,3-0.7 x 1,1-1,6 um.
Clamidosporos 2,2-6,1 x 1,7-5,5 um globosos de coloragdo marrom claros, terminais ou em
cadeias. Fase sexual ndo observada. Caracteristicas culturais — Crescimento lento — 23 mm em
batata-dextrose-agar (BDA) e 35 mm em caldo de vegetais dgar (CVA) apos 10 dias a 25 °C. Em
BDA, a coldnia apresentou um aspecto cotonoso, apresentando micélio aéreo e borda compacta,
de colocagdo branca e formato circular; em CVA, a colonia apresentou formato circular com
coloragdo branca no interior e nas extremidades coloragdo cinza, sem aspecto cotonoso.

Coleta. BRASIL, Minas Gerais, Monte Carmelo, Universidade Federal de
Uberlandia/Campus Monte Carmelo, em folhas vivas de Eleusine indica, 25 de margo de 2023,
B. S. Vieira e M. F. Queiroz (hol6tipos VIC 49597 e VIC 49598, cultura ex-tipo COAD 3859 e
COAD 3860).

Notas — A partir de uma pesquisa realizada com o megablast no banco de dados de
nucleotideos do NCBI (GenBank), por meio da comparagdo sequencial parcial regido do ITS, o
resultado mais proximo para COAD 3859 foi Curvularia nodulosa (GenBank MH857738.1;
Identidade 602/602 — 100%). Para a sequéncia do GAPDH, obteve-se uma semelhanga de 97%
com Curvularia kusanoi (GenBank LT715862.1; Identidade 582/609 — 95%), Curvularia nicotiae
(GenBank LT715861.1; Identidade 580/610 — 95%) e 94% com Curvularia nodulosa (GenBank
LT715863.1; Identidade 523/593 — 99%). De forma semelhante, a comparagdo sequencial parcial
da regido ITS para o isolado COAD 3860 também indicou Curvularia nodulosa (GenBank
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MHS857738.1; Identidade 635/641 — 99%) como o resultado mais proximo. A sequéncia do
GAPDH, por sua vez, apresentou 96% de semelhanga com Curvularia kusanoi (GenBank
LT715862.1; Identidade 584/609 — 96%), 95% com Curvularia nicotiae (GenBank LT715861.1;
Identidade 580/610 — 95%) e 94% com Curvularia nodulosa (GenBank LT715863.1; Identidade
593/593 — 100%).

Os eletroferogramas e as sequéncias de cada isolado foram comprovados com o software
SeqAssem v07/2008. As sequéncias geradas, juntamente com aquelas obtidas do GenBank (https

://www _.ncbi .nlm .nih .gov /genbank/), banco publico e abrangente de sequéncias gendmicas

mantidas pelo National Center for Biotechnology Information (NCBI), foram alinhadas
utilizando o programa MEGA 11 (TAMURA; STECHER; KUMAR, 2021). O alinhamento foi
otimizado com as ferramentas MAFFT e Gblocks, através do NGPhylogeny (https
://ngphylogeny .fr/), utilizando configuragdes padrdo. No software SequenceMatrix 1.7.8

(VAIDYA, LOHMAN, MEIER, 2011), foram gerados arquivos Nexus (ndo intercalados),

contendo dados sobre os limites dos genes, além de arquivos PHY para anélise do alinhamento no
AliView (LARSSON, 2014), a fim de gerar arquivos no formato Nexus, devidamente
modificados para a anélise no MrBayes. Esses alinhamentos foram analisados com o software
MEGA 11 (TAMURA; STECHER; KUMAR, 2021), salvando as sequéncias no formato ideal
para utilizagdo no PAUP 4.0 (SWOFFORD, 2002), o que possibilitou a geracdo do arquivo
mrmodel.scores . A partir disso, foi gerado o arquivo modelo.out para as regides ITS, GAPDH e
TEF. Com base nesse processo, foi possivel selecionar o melhor modelo de evolucao utilizando o
Akaike Information Criterion (AIC) no MrModeltest 2.3 (POSADA; CRANDALL, 1998). O
arquivo Nexus do Aliview foi configurado e desenvolvido no CIPRES Science Gateway v3.1
(MILLER; PFEIFFER; SCHWARTZ, 2012), utilizando a ferramenta MrBayes 3.2.7a
(RONQUIST et al, 2012) no OnAcess para inferéncia filogenética por meio da analise
bayesiana. A arvore filogenética gerada foi visualizada no FigTree v1.4.4 (Rambaut, 2014) e
editada no Foxit PDF Editor v.2.2.1.1119 e no Canva. A documentacao filogenética das regioes

ITS, GAPDH e TEF revelou que COAD 3859 e COAD 3860 sao C. nodulosa (Figura 1).
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FIGURA 1. Arvore filogenética dos isolados COAD 3859 e COAD 3860 associados a E. indica inferida a partir da
analise Bayesiana com base nas sequéncias ITS, GAPDH e TEF. Os valores das probabilidades posteriores de Bayes
> 0,90 estdo indicados nos noés, respectivamente. Os isolados do estudo estdo destacados em negrito. O clado mais
proximo dos isolados na analise estdo delimitados por caixas coloridas. Isolados com “*” no final da identifica¢do do
isolado sdo isolados identificados como ex-type ou isolados representativos. A analise filogenética foi enraizada com
o isolado Bipolaris maydis C5.

Embora ambos os isolados desse estudo foram identificados como C. nodulosa, esses
apresentam caracteristicas morfologicas distintas das descritas por Batista, Bezerra e Souza
(1960). Segundo a descrigao desses autores, os conididforos de C. nodulosa sdo maiores do que
os dos isolados COAD 3859 e COAD 3860, com dimensdes variando de 28—70 x 5-8 um. Além
disso, a morfologia descrita na planta também apresenta diferengas. No estudo mencionado, os
conidioforos foram descritos como levemente em zig-zag, com 2—4 septos, de cor marrom,
isodiamétricos, eretos e com escaras laterais e no apice. Os conidios também eram maiores, com
tamanhos variando de 24-73 % 12—-19 um, embora o formato tenha sido considerado basicamente

0 mesmo, sendo obclavado a subelipsoide, acropleurogeno, com 1-7 septos e coloracdo marrom.

De acordo com as informagdes fornecidas pelo USDA Fungal Databases, C. nodulosa

foi registrada em Citrus spp. no Oma (AL-SADI, 2014), Digitaria sp. na India (SIVANESAN,
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1987) e Eleusine spp., incluindo Eleusine indica no Brasil (MENDES, 1998) e nos Estados
Unidos (MANAMGODA et al., 2015).
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[lustragdes coloridas: Curvularia nodulosa causando manchas foliares em Eleusine indica.
Conidioforos, com células conidiogénicas monotréticas. Conidios obclavados ou subcilindricos.

Coldnias em meios BDA e CVA. Barras de escala = 10 pm.
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