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RESUMO
O achachairu (Garcinia humilis; familia Clusiaceae) tem um alto potencial de mercado,
com fécil cultivo, desde um transporte até as aplicagdes farmacéuticas e alimenticias.
Sua casca é utilizada como fortificantes em alimentos a base de cereais. No entanto, a
cultura pode ter sua produtividade reduzida pela ocorréncia de problemas
fitossanitarios. O género Colletotrichum, agente causal da antracnose, € um fungo
cosmopolita e tem sido considerado um dos patégenos mais importantes no mundo. Sua
infeccdo caracteriza-se por pequenas lesdes necréticas e deprimidas que coalescem e
formam grandes &reas na epiderme do fruto, diminuindo o tempo de vida Gtil. Nesse
contexto, o objetivo do presente estudo foi identificar espécies de Colletotrichum
associadas a antracnose em Garcinia humilis. Amostras de frutos e folhas foliares de
achachairu foram coletadas na zona rural do municipio de Vitéria de Santo Antéo,
Pernambuco, em 2024. A caracterizacdo molecular foi realizada a partir da extracdo do
DNA total, que foi usado como molde para amplificacdo dos genes GAPDH, TUB?2,
APN2 e a regido ApMAT e, posteriormente, sequenciados na ACTGene Analises
Moleculares. A caracterizacdo cultural foi realizada mediante a mensuracdo do
crescimento micelial dos isolados obtidos no presente estudo e aspectos das colonias. A
caracterizacdo morfologica foi realizada através de medic6es de conidios e apressorios.
A partir das analises de sequéncias multilocus, juntamente com as caracteristicas
morfoculturais foi possivel demonstrar a ocorréncia de duas espécies de Colletotrichum
em achachairu no estado de Pernambuco: C. siamense e C. theobromicola. Este € o

primeiro relato de C. siamense e C. theobromicola em achachairu no mundo.

Palavras-chave: Glomerellaceae, Clusiaceae, filogenia multilocus, abordagem

polifasica.



ABSTRACT
The achachairu (Garcinia humilis; family Clusiaceae) has a high market potential, with
easy cultivation, from transportation to pharmaceutical and food applications. Its rind is
used as a fortifier in cereal-based foods. However, the crop's productivity can be
reduced by the occurrence of phytosanitary problems. The genus Colletotrichum, the
causal agent of anthracnose, is a cosmopolitan fungus and has been considered one of
the most important pathogens in the world. Its infection is characterized by small
necrotic and depressed lesions that coalesce and form large areas on the epidermis of the
fruit, reducing its shelf life. In this context, the aim of this study was to identify
Colletotrichum species associated with anthracnose in Garcinia humilis. Samples of
achachairu fruit and leaf leaves were collected in the rural area of the municipality of
Vitoria de Santo Antdo, Pernambuco, in 2024. Molecular characterization was carried
out by extracting the total DNA, which was used as a template for amplifying the
GAPDH, TUB2, APN2 genes and ApMAT region, and then sequenced at ACTGene
Molecular Analyses. Cultural characterization was carried out by measuring the
mycelial growth of the isolates obtained in this study and aspects of the colonies.
Morphological characterization was carried out by measuring conidia and appressoria.
Based on the analysis of multilocus sequences, together with the morphocultural
characteristics, it was possible to demonstrate the occurrence of two species of
Colletotrichum on achachairu in the state of Pernambuco: C. siamense and C.
theobromicola. This is the first report of C. siamense and C. theobromicola on

achachairu in the world.

Keywords: Glomerellaceae, Clusiaceae, multilocus phylogeny, polyphasic approach.
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1. INTRODUCAO

Garcinia humilis (Vahl) C. D. Adam (Familia Clusiaceae), popularmente
conhecida como achachairu, € uma &rvore frutifera nativa da Bolivia, introduzida no
Brasil no século XX. E cultivada em todas as regides do pais, com safra entre novembro
e janeiro (Barbosa et al. 2008; Janick; Paull, 2008). Apesar de sua ampla distribuicdo e
facilidade de cultivo, o consumo in natura do fruto ndo é muito popular. No entanto,
tem potencial de mercado, pois a casca do fruto é usada como suplemento em alimentos
a base de cereais no enriquecimento do perfil nutricional humano (lkeda et al., 2022).

No idioma guarani, achachairu significa "beijo de mel". Em seu pais de origem,
é um dos frutos mais apreciados por possuir um sabor agridoce Unico, porém, devido a
sua safra curta, é pouco encontrado. O fruto possui beneficios nutricionais e
antioxidantes, sugerindo o seu potencial futuro para exportacdo (Nunes, 2004; IBCE,
2010).

Sob condicdes de elevada umidade e temperatura, o achachairu pode demonstrar
suscetibilidade a antracnose, doenca fungica que acomete ramos, folhas, flores e frutos
da maioria das espécies frutiferas no Brasil e no mundo. Ainda ndo ha relatos de
infeccdes fungicas de Colletotrichum em achachairuzeiro nesta cultura, porém como é
um fungo com uma ampla gama de hospedeiros, os frutos desta espécie podem estar
passiveis de infeccdo por esse agente (Sanchez et al., 2024).

Nos frutos, os sintomas se caracterizam, principalmente, por lesdes de coloracao
marrom escura, circulares com expansao rapida e sem limite de didmetro. Ao centro das
lesbes, expressa sinais por meio da formacdo de pequenos pontos pretos,
correspondentes aos acérvulos das espécies do género Colletotrichum, principal agente
causal desta doenca. O género Colletotrichum ocupa a oitava posicdo entre fungos
fitopatogénicos mais importantes em todo o mundo (Lopes; Avila, 2003; Dean et al.,
2012 Silva et al., 2017).

Portanto, tendo em vista a auséncia de informacgdes a respeito do patossistema
Colletotrichum-achachairu, o objetivo do presente estudo foi identificar espécies de

Colletotrichum associadas a antracnose em Garcinia humilis.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura do achachairu

O achachairuzeiro (Garcinia humilis), pertencente a familia Clusiaceae, é uma
fruta tropical exdtica nativa da Amazonia boliviana. Sua arvore é perene com altura
entre 10 e 15 metros, que mantém folhas coriaceas, glabras e lustrosas na superficie
superior, com comprimento variando entre 10 e 18 c¢cm, durante todo o ano. As flores
podem ser androginas ou hermafroditas, formadas entre os meses de julho e setembro,
de forma isolada ou em grupos e amadurecimento de novembro a janeiro. O tronco
contém latex de coloracdo amarela (Barbosa et al., 2008; Janick; Paull, 2008).

Seus frutos sdo drupas, com peso médio de 30-40 g, com formato redondo e
oblongo, medindo na transversal 35,8 mm e na longitude 45,2 mm. A massa total do
fruto contém cerca 47 % casca, 40 % de polpa e 13 % sementes. A casca € espessa, lisa,
firme e resistente, com coloracdo amarelo ao laranja na parte externa, e internamente é
de cor creme-claro. A polpa ndo adere a casca, de cor branca, de textura suculenta e
mucilaginosa, com sabor doce devido ao 15° Brix e pH de 4,1, porém oxida rapido
quando exposta ao ar (Duarte et al., 2014; Lorenzi et al., 2006; Melo et al., 2017).

Cada fruto geralmente possui em média 3 sementes, porém apenas uma se
desenvolve completamente, sendo viavel a germinacdo (Janick; Paull, 2008). A
maturacao ocorre entre dezembro e abril, com o0s desenvolvimentos mais significativos
comecando em fevereiro. No inicio sdo menores e a casca exibe uma coloragéo verde, e
com o avangco da maturagdo a cor externa altera-se do amarelo até um alaranjado. Apos
a colheita, os frutos se mostram resistentes ao serem transportados e se conservam bem
sob refrigeracdo (Barbosa et al., 2008).

A espécie foi introduzida no século no Brasil XX, pois se adapta com facilidade
aos climas tropicais e subtropicais. Ha registros de cultivos em todas as regifes do pais,
nos estados de Minas Gerais, S&o Paulo, Pernambuco, Para, Goias e Santa Catarina
(BARBOSA et al., 2008). Apesar da ampla distribuicdo ndo é um fruto popular e até
confundido com frutas de outras espécies. A identificacdo assertiva aos membros desse
género ainda ndo € estabelecida devido a escassez de informacBes na literatura sobre
caracteristicas e propriedades (Barbosa et al., 2008; Barbosa e Artioli, 2007; Soprano e
Koller, 2008).

E de facil cultivo, com alto potencial de mercado, desde o transporte até suas

aplicagdes farmacéuticas e alimenticias. Em seu pais nativo, é muito valorizada por suas
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caracteristicas sensoriais, e planejamento de aumento de producdo para uso de forma
industrial, além da in natura, visando os beneficios nutricionais e antioxidantes do
produto (Nunes, 2004). E incorporada a alimentos, visando melhorar perfil nutricional,
textura e vida Util, como a casca que é utilizada como fortificante em alimentos a base
de cereais. Suas propriedades antioxidantes provem de compostos bioativos,
principalmente fendlicos (Gomes et al., 2024).

A limitagdo da cultura é a sazonalidade, tendo um periodo de colheita curto,
presente no mercado apenas entre meses de fevereiro e abril (Instituto Boliviano de
Comércio Exterior, 2010).

Dentre os fatores que interferem na producdo da cultura, destaca-se o ataque de
pragas e patdgenos. Na cultura do achachairu ja foi identificado o fungo fitopatogénico
Rhizopus stolonifer, um dos responsaveis pela podridao mole em frutas e hortalicas, que
leva a grandes perdas em pos-colheita. Esse agente pode causar danos significativos nos
frutos recém-colhidos, dificultando a adesdo do cultivo pelos produtores (Almeida
Souza, 2024). Ainda ndo h& relatos de infeccdes fungicas de Colletotrichum em
achachairuzeiro, porém com ampla gama de hospedeiros, os frutos sdo passiveis de

infeccdo (Paim Araujo, 2012).

2.2 Antracnose

A antracnose, causada por espécies do género Colletotrichum, é considerada
uma das principais doencas de frutos em pés-colheita, e de importancia econémica ao
Nordeste brasileiro (Serra;Silva, 2004). Pode acarretar grandes prejuizos dependendo da
agressividade do patdgeno, suscetibilidade da planta hospedeira e das condicGes
ambientais (Talhinhas; Baroncelli, 2021).

A antracnose € uma doenca que causa a perda de produtividade em varias
culturas frutiferas de grande importancia econémica, como morango, citros, manga e
banana (Cannon et al., 2012). A infeccdo é caracterizada por lesdes circulares com
expansdo rapida sem limite de diametro. Centralizado nas lesbes, ocorre a formacéo de
pequenos pontos pretos, que corresponde aos acérvulos. pode-se observar a formacao de
uma massa de coloracdo résea ou alaranjada, que sdo 0s esporos do fungo produzidos
juntos a uma mucilagem (Lopes; Avila, 2003; Silva et al., 2017). Um dos géneros
fungicos causadores da doencga antracnose é o Colletotrichum.

Em condig¢bes mais extremas de chuva, com temperatura e umidades elevadas, a

doenca é bem mais severa. Atingem todos os 0rgdos aéreos da planta como ramos,
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folhas, flores e frutas. E de uma maior ocorréncia nos paises tropicais e subtropicais,
onde contribui para reducédo direta da qualidade e quantidade do produto, causando um
aumento nos custos de producdo, devido a necessidade de controle no campo e na pos-
colheita. Os sintomas da antracnose aparecem como pontos necréticos de necrose nos
dois lados da folha, onde quando as lesdes se agregam e formam-se areas necrosadas, ao
longo das margens das folhas. Os desenvolvimentos das lesdes ocorrem com mais
frequéncias em tecidos mais jovens, ja 0s conidios sdo formados em lesfes de todas as

idades (Silva; Fonseca; Moreira, 2002).

2.3 O género Colletotrichum

O género Colletotrichum foi introduzido, inicialmente por Tode, em 1790, com a
denominagdo de Vermicularia Tode. Corda, j& em 1831 reclassificou com a
denominagdo de Colletotrichum [teleomorfo: Glomerella cingulata (Stonem.) Spauld.
and; von Schrenk]. Anos depois, em 1837, Corda caracterizou o género Colletotrichum,
de maneira geral, como fungos que apresentam conidios hialinos, retos, fusiformes ou
curvados e acérvulos com setas (Hyde et al., 2009; Sutton, 1992). De acordo com a
classificacdo do Dictionary of the fungi (2008), o género Colletotrichum pertence ao
grupo dos fungos Anamorficos, classe Sordariomycetes, ordem Incertae sedis e familia
Glomerellaceae.

Ocupa a oitava posicdo entre os fungos fitopatogénicos mais importantes no
mundo, na perspectiva econdmica, sendo causador da antracnose, uma doenca que afeta
uma ampla gama de hospedeiros, incluindo cereais, gramineas, leguminosas, hortalicas,
culturas perenes e arvores frutiferas (Dam et al., 2012). Além disso, 0 género possui
alguns estilos de vida, sendo eles: endofitos, epifitos, saprofitos, fitopatogénicos e até
patogénicos ao homem (Sutton, 1992; ¢ 2011).

Em meio de cultura, as colénias do género Colletrotrichum apresentam
tonalidade variando do branco-gelo ao cinza-escuro, com quantidade variavel de
micélio aéreo. Em alguns casos, € possivel observar a presenca de esclerdcios e/ou de
microesclerdcios (Sutton, 1992).

Possuem esporos assexuais (conidios) hialianos, curvos ou fusiformes,
produzidos por um acérvulo setoso. As células conidiogénicas, que desenvolvem os
conidios, podem ser formadas em ramificacdes laterais do micélio (Jayawardena et al.,
2021). Os acérvulos (corpos de frutificagdo) abrigam-se na epiderme do hospedeiro

onde podem variar de forma (crosta, lentilha ou pustula) e tamanho (1 mm a 40 mm) em
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uma mesma espécie. Fatores ambientais interferem a sua producéo, entdo, a presenca ou
auséncia ndo é utilizada como um carater de valor taxondmico para separagdo de taxa
(Menezes, 2002; Pereira, 2016).

Durante o processo de infec¢do, o conidio de Colletotrichum se adere e germina
na superficie da planta hospedeira, na qual emite o tubo germinativo. Em sua
extremidade se forma o apressério, que vai germinar, dando inicio ao peg (hifa) de
penetracdo, adentrando diretamente na superficie do tecido hospedeiro. Por fim, sob a
cuticula e sob a epiderme, o fungo penetra e cresce (Bailey et al., 1992; Liao et al.,
2012; Perfect et al., 1999).

Na maioria dos casos, o0 patdgeno entra na fase biotrofica, com tecidos
infectados, no qual permanecem, por um a trés dias, externamente assintomaticos
(O'connell et al, 2000) ou prolongando, eventualmente, uma dorméncia
(Prusky;Plumbley, 1992). Apds esses processos, 0 fungo entra na fase necrotrofica, que
resulta em morte significativa das células vegetais, apresentando sintomas visiveis
(Prusky; Plumbley, 1992).

Inicialmente, o género Colletotrichum foi classificado em 11 taxas, de acordo
com aspectos relacionados a morfologia dos individuos (Von Arx, 1957). Porém,
estudos posteriores demonstraram que fatores ambientais exercem influéncias sobre
caracteristicas morfologicas em fungos. Com a classificacdo proposta por Sutton, em
1992, o ndmero de espécies foi alterado para 40 e, em 2009, com a primeira Visao
abrangente do género, Hyde propds 66 espécies. Assim, destacando a necessidade de
revisar as classificagdes usando métodos moleculares (Jayawardena et al., 2021).

Nas Ultimas décadas, os avancos nos estudos filogenéticos, especialmente por
meio da analise multigénica, tém desempenhado um papel fundamental na taxonomia
do género Colletotrichum. Hoje, sdo reconhecidas aproximadamente 344 espécies,
organizadas em 20 complexos distintos, a saber: orbiculare (8 espécies), magnum (11),
orchidearum (12), dracaenophilum (14), gigasporum (13), truncatum (5), agaves (6),
boninense (34), citri-medicae (3), gloeosporioides (79), dematium (18), coccodes (3),
destructivum (20), bambusicola (5), spaethianum (12), tibetense (6), graminicola (20),
caudatum (11), trichellum (3) e acutatum (52). Além desses, também foram
identificadas 9 espécies isoladas (singleton), que ndo pertencem a nenhum dos
complexos citados (Talhinhas & Baroncelli, 2023).

A utilizacdo de maltiplos marcadores filogenéticos, como actina (ACT), quitina
sintetase (CHS-1), B-tubulina (TUBZ2), calmodulina (CAL), gliceraldeido-3-fosfato
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desidrogenase (GAPDH), histona-3 (HIS3), glutamina sintetase (GS), DNA lyase
(APN2), regido intergénica de APN2 e mating-type MAT1-2-1 (ApMat), tem
aprimorado a compreensdo sobre a diversidade e a evolugdo das espécies de
Colletotrichum (Vieira et al., 2020). A combinacdo dessas analises com dados
morfoldgicos e testes de patogenicidade tem possibilitado a identificacdo de novas
espécies dentro do género (Costa et al., 2018).

Esse avanco tem contribuido significativamente para a correta delimitacdo de
espécies, associacdo com hospedeiros especificos e desenvolvimento de estratégias de
manejo mais eficazes da antracnose, a partir do entendimento aprofundado das causas e
da distribuicdo da doenga (Talhinhas & Baroncelli, 2023).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao dos isolados de Colletotrichum

Amostras de folhas e frutos de G. humilis, apresentando lesGes necréticas e
deprimidas, foram coletadas em um pomar localizado na zona rural de Vitoria de Santo
Antdo, Pernambuco, Brasil. O material vegetal foi transportado para o Laboratério de
Bioquimica e Fitopatologia, do Campus de Engenharias e Ciéncias Agrarias (CECA),
da Universidade Federal de Alagoas (UFAL), lavado superficialmente com detergente
neutro e dgua corrente, secos em papel toalha e mantidos a 28°C.

Para o isolamento fungico, foram retirados fragmentos da regido de transicdo
entre o tecido doente e o sadio. Em camara de fluxo laminar foi realizada a
desinfestacdo superficial destes fragmentos na seguinte sequéncia: alcool a 70% por 30
segundos, solucdo de hipoclorito de sddio (NaOCI) a 1% por um minuto e lavagem em
agua destilada esterilizada (ADE) por 30 segundos. Os fragmentos foram, entéo, secos,
cultivados em meio batata dextrose agar (BDA) e incubados a 28°C por dois dias.

Apos o crescimento do patogeno, foram retirados discos de 5 mm de diametro
das bordas das coldnias. Em seguida, esses discos foram transferidos para novas placas
de Petri contendo meio de cultura BDA, onde permaneceram a temperatura ambiente
por dez dias. Para todos os isolados foram realizadas preparagdes microscopicas para
prévia determinacdo de género Colletotrichum, baseado na morfologia dos conidios
(Sutton, 1980).

Por fim, para obtencéo da cultura pura, a ponta da hifa foi transferida para novas
placa de Petri contendo meio BDA e mantido por sete dias em temperatura ambiente.
Os isolados foram preservados pelo método Castellani (1967) e depositados na Colecdo
de Culturas de Fungos Fitopatogénicos da Universidade Federal de Alagoas
(COUFAL).

3.2 Caracterizacdo Molecular

3.2.1 Extracdo de DNA, amplificacdo por PCR e sequenciamento

O DNA genbmico total foi extraido a partir do micélio aéreo dos isolados de
Colletotrichum com sete dias de crescimento, usando o método CTAB (Doyle & Doyle,
1987). Para a identificacdo preliminar dos isolados, as sequéncias alvo do gene da

gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foram amplificadas utilizando a reagdo
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em cadeia da polimerase (PCR) com o par de iniciadores GDF1/GDR1 (Templeton et
al., 1992). Para a analise multilocus, as sequéncias parciais dos genes PB-tubulina
(TUB2), DNA lyase (APN2) e espago intergénico mating type MAT1-2-1 (ApMAT)
foram amplificadas com os pares de iniciadores bt2a/bt2b (Glass; Donaldson, 1995;
Gardes; Bruns, 1993), ColDL-F3/CgDL-R1 e CgDLF6/CgMAT1F2 (Rojas et al., 2010),
respectivamente. As reacdes de PCR foram realizadas em um volume final de 30 pL,
contendo 3,0 puL de tampao 10 x (100 mM KCI, 100 mM Tris-HCI pH 9,0, 1% Triton-
X), 2,4 uL de 2.5 mM de dNTPs, 0,9 uL de 50 mM de MgCl2, 0,2 uLL de Taq DNA
polimerase, 2,0 uL. de cada oligonucleotideo (10 uM), 1,0 uL (50 ng) de DNA total,
completando-se 0 volume com H>O ultrapura. As condi¢cbes de termociclagem para
cada um dos genes estdo descritas na Tabela 1. Os produtos de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1,5%, coradoscom brometo de etidio e observados sobre
luz UV. Posteriormente, foram purificados e sequenciados pela empresa ACTgene
(http://www.actgene.com.br; Alvorada-RS, Brasil).



Tabela 1. Primers e condicdes de termociclagem utilizadas neste estudo.
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Gene (nome do primer) Beta-tubulina (Bt2a/Bt2b) APN2 (ColDL-F3/CgDL-R1) GAPDH (GDF/GDR) ApMAT (CgDL_F6/CgMAT1_F2)
Sequéncia (5°-3) AACATGCGTGAGATTGTAAGT GGGAGAAGCGAACATACCA GCCGTCAACGACCCCTTCATTGA AGTGGAGGGCGGGACGTT
ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC GCCCGACGAGCAGAGGACGTAGTC GGGTGGAGTCGTACTTGAGCATGT TGATGTATCCCGACTACCG
Ciclos 30 Ciclos 35 Ciclos 35 ciclos 35 ciclos
Desnaturagdo inicial 95°C por 3 minutos 95°C por 5 minutos 95°C por 5 minutos 95°C por 3 minutos
Desnaturagio 95°C por 30 segundos 95°C por_30_segundos 95°C por 30 segundos 95°C por 30 segundos
Anelamento 55°C por 30 segundos 56°C por 1 minuto 58°C por 30 segundos 62°C por 40 segundos
Extensdo 72°C por 1 minuto 72°C por 1 minuto e 30 segundos 72°C por 1 minuto e 30 segundos 72°C por 1 minuto
Ciclo Final 72°C por 10 minutos 72°C por 10 minutos 72°C por 10 minutos 72°C por 10 minutos

Fonte: (Autor, 2025)
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3.2.3 Analises filogenéticas

As sequéncias de APN2, ApMAT, GAPDH e TUB2 obtidas foram montadas e
editadas utilizando o programa CodonCode Aligner v. 4.1.1 (www.codoncode.com), e
analisadas com o algoritmo BLASTn e o banco de dados de nucleotideos ndo-
redundante GenBank (http://www.ncbi.nIm.nih.gov), para identificar as sequéncias com
as quais elas compartilharam maior identidade. Em seguida, as sequéncias estreitamente
relacionadas de Colletotrichum foram recuperadas do GenBank com base nos resultados
do BLASTnN e publicagdes relevantes (Tabela 2; Talhinhas; Baroncelli, 2021). Cada
locus foi alinhado pelo programa online MAFFT, do Instituto Europeu de
Bioinformatica (Katoh; Rozewicki; Yamada, 2019) com o método progressivo G-INS-1

e ajustados manualmente quando necessario.
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Tabela 2. Isolados do complexo C. gloeosporioides incluidos na anélise de sequéncias multilocus, com detalhes de espécies, nimero de acesso
das culturas e nameros de acessos do GenBank.

Espécie Cadigo da Cultura Hospedeiro Pais Cadigos de Acesso do GenBank
APN2 ApMAT GAPDH TUB2

C. siamense CMM4079 Musa sp. Brazil KX093998 KX094307 KX094167 KX094271

C. siamense CMM4081 Musa sp. Brazil KX093999 KX094310 KX094166 KX094272

C. siamense CMMA4084 Mangifera indica Brazil KX093999 KX094310 KX094166 KX094272

C. siamense CMM4244 Musa sp. Brazil KX094014 KX094315 KX094172 KX094299

C. siamense LM902 Etlingera elatior Brazil MZ264110 MZ264126 MZ264094 -

C. siamense CBS130417* Coffea arabica Thailand - JQ899289 JX009924 JX010404

C. siamense CMM4247 Musa sp. Brazil KX094009 KX094301 KX094155 KX094261

C. siamense CMM4248 Mangifera indica Brazil KX093992 KX094314 KX094154 KX094300

C. siamense KF19 Coffea sp. China - MW142171 MT430825 MT430765

C. siamense HNBL44 - China - MK935407 MK935449 MK935492

C. siamense COUFALO0646 Garcinia humilis Brazil PV021406 PV021404 PV007188 PV021402

C. salsolae CBS119296 Glycine max Hungary - - JX009917 -

C. salsolae CMP19051* Salsola tragus Hungary - KC888925 JX009916 JX010403
C. tainanense CBS143666* Capsicum annuum Taiwan - MH728836 MH728823 MH846558
C. tainanense UOM1119 Capsicum annuum Taiwan - MH728824 MH728819 MH846570
C. fructicola 1087 Theobroma cacao Panama GU994409 GU994438 KX094174 KX094279
C. fructicola LM925 Etlingera elatior Brazil - - MZ229424 MZ270519
C. fructicola CBS125397* Tetragastris panamensis Panama GU994412 JQ807839 JX010409

C. chrysophilum 8395 Theobroma cacao Panama GU994415 GU994444 KX094176 GU994473
C. chrysophilum CMM4268* Musa sp. Brazil KX094018 KX094325 KX094183 KX094285
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C. nupharicola
C. nupharicola
C. hystricis
C. hystricis
C. noveboracense
C. noveboracense
C. perseae
C. perseae
C. musae
C. musae
C. asianum
C. asianum
C. tropicale
C. tropicale
C. makassarense
C. makassarense
C. queenslandicum
C. viniferum
C. viniferum
C. aeschynomenes
C. conoides
C. floscerae
C. floscerae

C. zingibericola

CBS47296*
CBS47096
CBS142411*
CBS14212
AFKH423
AFKH109*
CBS141365*
GAO039
CBS116870*
ICMP17817
CBS130418*
Coll38
CBS124949*
CMM4243
CBS143664*
CPC28555
ICMP1778*
GZZAS508601
GZAAS508608*
ICMP17673*
CGMCC317615
LM891
LM916*
LM937

Nuphar polysepala
Nymphaea odorata
Citrus hystrix
Citrus hystrix
Malus domestica
Malus domestica
Persea americana
Persea americana
Musa sp.

Musa sp.

Coffea arabica
Mangifera indica
Theobroma cacao
Musa sp.
Capsicum spp.
Capsicum annuum
Carica papaya
Vitis vinifera cv. Shuijing
Vitis vinifera cv. Shuijing
Aeschynomene virginica
Capsicum spp
Etlingera elatior
Etlingera elatior
Etlingera elatior

USA
USA
Italy
Italy
Columbia/NY
Adams/PA
Israel
Israel
USA
Kenya
Thailand
USA
Panama
Brazil
Indonesia
Indonesia
Australia
China
China
USA
China
Brazil
Brazil
Brazil

JX145276
JX145275

MN701186
MN910262

JX145253
GU994396
KU213598

MZ264108
MZ264115
MZ264122

JX145320
JX145319

MN701184
MNG640564
KX620177
KX620172
KC888926
FR718814

JX145308

GU994425
KU213597
MH728831
MH728834
KC888928

KM360145
MG198007
MZ264124
MZ264131
MZ264138

JX010031
JX009936
KY856274
KY856275
MN741085
MNG640567
KX620242
KX620236
JX010050
JX010015
JX010053
JX010007
KU213601
MH728820
MH728822
JX009934
JN412798
JN412800
JX009930
KY995340
MZ264092
MZ264099
MZ264106

JX010399
JX010397
KY856532
KY856533
MN701194
MN640569
KX620341
KX620335
HQ596280
JX010395
JX010406
JX145201
GU994454
KU213604
MH846563
MH846560
JX010414
JN412813
JN412811
JX010392
KY995473
MZ270515
MZ270518
MZ270522
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C. zingibericola
C. atlanticum
C. atlanticum

C. gloeosporioides
C. gloeosporioides
C. grevilae
C. grossum
C. xanthorrhoeae
C. horii
C. alatae
C. alatae
C. proteae
C. proteae

C. theobromicola

O

. theobromicola

. theobromicola
. theobromicola
. theobromicola
. theobromicola

. theobromicola

O O o0 o000

. theobromicola

C. truncatum

LM942*
LM898
LM938*
CBS112999*
CMM3279
CBS132879*
CGMCC317614*
CBS127831*
ICMP10492*
CBS30467*
ICMP18122
CBS132882*
CBS134301
COUFALO0645
Brab

Bra8
CMM4242
CMP17099

CBS124945*
(GJS0843
(GJS0848

CBS15135*

Etlingera elatior
Etlingera elatior
Etlingera elatior
Citrus sinensis
Anacardium occidentale
Grevillea sp.

Capsicum spp.

Dioscorea alata
Dioscorea alata
Protea sp.
Protea sp.
Garcinia humilis

Coffea sp.

Coffea sp.
Musa sp.
Fragaria x ananassa
Theobroma cacao
Theobroma cacao

Annona diversifolia

Brazil
Brazil
Brazil
Italy
Brazil
Italy
China
Australia
Japan
India
Nigeria
South Africa
South Africa
Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

USA
Panama
Panama
Mexico

Taiwan

MZ264120
MZ264109
MZ264123
GU994416
MF110709

PV021405
FR719136

FR719137
KX094320.1
GU994419
GU994418

MZ264136
MZ264125
MZ264139
JQ807843

KC790689
JQ807840
KC888932

PV021403
FR718801

FR718802

KC790726
Gu994447

MZ264104
MZ264093
MZ264107
JX010056
MF110864
KC297010
KP890159
JX009927
GQ329681
JX009990
JX010011
KC297009
KC842379
PV007187

KX094173
JX009957
JX010006
JX010057
GU228254

MZ270520
MZ270516
MZ270523
JX010445
MF111056
KC297102
KP890171
JX010448
JX010450
JX010383
JX010449
KC297101
KC842387
PV021401
FR719885

FR719886
KX094278
JX010447
GU994476
JX010382
GU228156

*Ex-tipo. Tub2: B-tubulin; gapdh: glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase; ApMAT: locus mating type MAT1-2-1; apn2: DNA lyase

Fonte: (Autor, 2025)
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As arvores de inferéncia Bayesiana foram construidas com as sequéncias do
gene GAPDH e dados concatenados (GAPDH, ApMAT, APN2 e TUB2) empregando o
método da cadeia de Markov Monte Carlo, no portal web do CIPRES (Miller et al.,
2010), utilizando o MrBayes v. 3.2.3 (Ronquist et al., 2012). Os melhores modelos de
substituicdo nucleotidica foram determinados para os dados de cada regido genémica
utilizando o MrModeltest 2.3 (Posada; Buckley, 2004) de acordo com o Critério de
Informacdo de Akaike (AIC), implementado no PAUP v.4.0b10. As andlises foram
efetuadas ao longo de 10 milhdes de geragdes utilizando quatro cadeias e amostradas a
cada 1.000 geraces, para um total de 10.000 arvores. As primeiras 2.500 arvores foram
descartadas na fase de queima. As probabilidades subsequentes (Rannala;Yang, 1996)
foram determinadas a partir de uma arvore de consenso de regra de maioria gerada com
as 7.500 arvores restantes. As arvores foram visualizadas e editadas usando FigTree

v.1.4 (ztree.bio.ed.ac.uk/software/figtree) e Adobe Illustrator v.25.4.1.

3.3 Teste de patogenicidade

Os isolados obtidos no presente estudo foram submetidos aos testes de
patogenicidade em frutos e mudas de G. humilis. Os frutos foram higienizados com
detergente e agua corrente, desinfetados superficialmente em hipoclorito de sédio a 1%
por 3 minutos e lavados em agua destilada esterilizada (ADE). Ap0s a secagem, 0
epicarpo de cada fruto foi perfurado na regido central até a profundidade de 3mm, com
auxilio de agulhas esterilizadas. Posteriormente, para cada isolado, 20uL de uma
suspensdo de conidios ajustada a 1x10° conidios/mL, foi depositada na superficie dos
ferimentos. O controle negativo consistiu em frutos inoculados com ADE.

Apos a inoculacdo, os frutos foram acondicionados em bandejas forradas com
papel toalha umedecido em ADE, cobertos com sacos plasticos, para manter a umidade
relativa elevada, e mantidos por 48 horas a 27°C. Apds esse periodo, a camara Umida foi
retirada e os frutos foram mantidos por até o sétimo dia a 27 °C. O experimento foi
conduzido com cinco repeticdes, sendo cada repeticdo constituida por um fruto. Sete
dias apo6s a inoculacdo, a patogenicidade foi determinada ao observar presenca ou
auséncia de sintomas.

As mudas utilizadas no teste de patogenicidade foram adquiridas em Vitéria de
Santo Antdo, Pernambuco, Brasil. Inicialmente, as folhas foram higienizadas em agua e,
posteriormente, desinfestadas com hipoclorito de sédio 1% e lavadas com ADE. Apés a

secagem, a folha foi perfurada com auxilio de agulhas esterilizadas. A inoculacéo foi
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realizada conforme descrito anteriormente. O controle negativo consistiu em folhas
inoculados com ADE.

Apos a inoculacédo, foram utilizados sacos plésticos para cobrir as mudas, onde
permaneceram em camera Umida por 72 horas, a 27 °C. A camara Umida foi retirada e
as mudas foram mantidas por até sete dias a 27 °C. O experimento foi conduzido com
duas mudas, porém utilizado cinco repeti¢fes nas folhas por isolados, além do controle
negativo. Sete dias ap0Os a inoculacdo, a patogenicidade foi determinada ao observar
presenca ou auséncia de sintomas.

Para cumprir os postulados de Koch, os agentes causais foram re-isolados das

lesOes e comparados com os isolados originais utilizados no processo de inoculagao.

3.3.1 Patogenicidade cruzada

Para a patogenicidade cruzada dos isolados de Colletotrichum, foram utilizados
frutos sadios de bacupari mirim (Garcinia brasiliensis), obtidos em Rio Largo, Alagoas,
no Campus de Engenharias e Ciéncias Agrarias (CECA/UFAL).

O material foi desinfestado conforme descrito anteriormente. Para as
inoculacdes foram utilizadas 20uL de suspensdo de conidios (1x108 conidios/ml), sobre
os ferimentos em pontos equidistantes, com duas repetices para cada isolado. Como
controle, foi utilizada 4gua destilada esterilizada (ADE).

Posteriormente, os frutos foram acondicionados em bandejas forradas com papel
toalha umedecido em ADE, cobertos com sacos plasticos, para manter a umidade
relativa elevada, e mantidos por 48 horas a 27°C. Ap0s esse periodo, a cdmara Umida foi
retirada e os frutos foram mantidos por até o sétimo dia a 27 °C. O experimento foi
conduzido com cinco repeticdes, sendo cada repeticdo constituida por um fruto. Sete
dias apo6s a inoculacdo, a patogenicidade foi determinada ao observar presenca ou

auséncia de sintomas.

3.4 Caracterizacdo morfocultural

A caracterizacdo cultural consistiu na obtencdo da taxa de crescimento micelial
(IVMC) dos isolados. Um disco de meio BDA contendo o micélio do patdégeno foi
retirado da borda de colbnias cultivadas por sete dias e, posteriormente, transferidos
individualmente para o centro de novas placas de Petri contendo meio BDA sintético. O
diametro das colbnias (cm) foi avaliado diariamente tomado no reverso das placas,

através da mensuracao, em dois sentidos, dos didmetros perpendiculares, com o auxilio
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de um paquimetro digital. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
com cinco repeticbes para cada isolado, sendo cada repeti¢do constituida por uma placa
de Petri. Apos sete dias, também foi observada a coloracdo das colénias no anverso e
reverso de cada placa.

A caracterizagdo morfol6gica baseou-se na avaliacdo da forma e tamanho de 50
conidios e apressorios. As medidas de comprimento e largura das estruturas foram
obtidas por meio de imagens capturadas por camera digital Olympus SC30 acoplada ao
microscopio de luz (Olympus CKX41), utilizando o sottware Cellsenses Standard.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de dois isolados foi obtido a partir de frutos e folhas sintomaticos de
achachairu, coletadas em Vitdria de Santo Antdo, Pernambuco, Brasil.

4.1 Analise filogenética

A andlise filogenética dos isolados obtidos no presente estudo, amplificados com
0 gene GAPDH, mostrou a delimitacdo de espécies de Colletotrichum pertencentes a ao
complexo gloeosporioides. Os dados concatenados com os genes gapdh, apn2, tub2 e a
regido ApMAT mostraram que os isolados A1 (COUFALO0645) e A2 (COUFALO0646)
agruparam-se em dois clados com as espécies Colletotrichum theobromicola e
Colletotrichum siamense, com um nivel de suporte de 1,00 e 0,99, respectivamente
(Figura 1).

Este é o primeiro relato da associagdo de C. siamense e C. theobromicola a
antracnose com frutos de achachairu no mundo. C. siamense foi originalmente descrita
causando antracnose em graos de café, na Tailandia (Prihastuti et al., 2009). No Brasil,
0 patogeno foi associado a antracnose em frutiferas (Capobiango et al., 2016; Soares et
al., 2021; Batista et al., 2023), plantas ornamentais (Duarte et al., 2022; Rocha et al.,
2024), hortalicas (Oliveira et al., 2017) e plantas espontaneas (Sousa et al., 2021).

Ja a espécie C. theobromicola foi relatada pela primeira vez em frutos de
cacaueiro no Panamd (Rojas et al, 2010). Este patégeno €é encontrado
predominantemente em regides tropicais e subtropicais, com uma gama crescente de
hospedeiros (Talhinhas; Baroncelli, 2021). No Brasil, a espécie foi associada a acerola
(Braganca et al., 2014), roma (Silva-Cabral et al., 2020), atemoia (Santos et al., 2024),
caju (Ramos et al., 2024), cambuci (Santos et al., 2017), cebola (Lopes et al., 2021) e

mandioca (Oliveira et al., 2018).

Figura 1. Arvore filogenética Bayesiana de isolados de Colletotrichum spp. em G. humilis. A &rvore foi
construida usando sequéncias concatenadas dos genes APN2, GAPDH, TUB2 e regido ApMAT. Os
valores de probabilidade posterior bayesiana sdo indicados acima dos nds. As sequéncias geradas neste

estudo sdo destacadas em negrito. Colletotrichum truncatum foi usado como outgroup.
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0. Colletotrichum theobromicola CMM4242 (syn. Colletotrichum fragarie)
05 Colletotrichum theobromicola ICMP17927 (syn. Colletotrichum fragarie) C. theobromicola
1 ~ Colletotrichum theobromicola CMP17099 (syn. Colletotrichum fragarie)

Colletotrichum theobromicola CBS124945*

0.98 s Colletotrichum theobromicola GIS0843

. 9 Colletotrichum theobromicola GIS0848
076 | "I Colletotrichum grevileae CBS132879%
100 ™ { Colletotrichum grossum CGMCC317614*

Colletotrichum xanthorrhoeae CBS127831*
Colletotrichum horii ICMP10492%
1.00 - Colletotrichum alatae CBS30467*
1 - Colletotrichum alatae ICMP18122
1.00 ; Colletotrichum proteae CBS132882*
‘ Colletotrichum proteae CBS134301
Colletotrichum truncatum CBS15135*

Fonte: (Autor, 2025)

4.2 Teste de Patogenicidade e patogenicidade cruzada

Todos os isolados foram patogénicos a frutos e mudas de G.humilis (Figura 2 c-
h) e frutos de Garcinia brasiliensis (Figura 2 i-k), induzindo sintomas sete dias ap6s a
inoculacdo. Os isolados de Colletotrichum induziram lesdes necréticas e deprimidas na
superficie dos frutos e folhas com ferimento (Figura 2). Nenhum sintoma foi observado
nos tratamentos controle. Estes resultados demonstram a inespecificidade de espécies de
Colletotrichum em relacdo ao hospedeiro. Esse comportamento evidencia a necessidade
de uma exploracdo mais aprofundada da interacdo patdgeno-hospedeiro, especialmente

em relacdo ao género, uma vez que pode estar relacionado tanto a particularidades dos
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isolados quanto aos frutos inoculados (niveis de suscetibilidade do hospedeiro e
densidade do in6culo) (Lima et al., 2015; Yang et al., 2011).

Figura 2. Sintomas observados em folhas e frutos (lesGes necréticas e deprimidas) de Garcinia humilis
no campo (a, b). Teste de patogenicidade conduzido em folhas destacadas (c, d, e) e frutos (f, g, h) de G.
humilis e frutos de G. brasiliensis (i, j, k). Fruto e folha assintométicos (controle negativo) (e, h, k).
Sintomas induzidos pelos isolados COUFALO0645 (c, f, i), COUFAL0646 (d, g, j).

Fonte: (Autor, 2025)

4.3 Caracterizacao morfoldgica e cultural

Os isolados das espécies de Colletotrichum apresentaram-se heterogéneos
quanto a coloracdo (Figura 3 a, d). O isolado Al (C. theobromicola), apresentou cor da
colénia verde oliva no anverso e preto no reverso. Ja o isolado A2 (C. siamense),
apresentou uma colora¢do branco acinzentada no anverso e creme no reverso. A analise
da coloracdo das colbnias € um critério subjetivo e pode gerar diferentes interpretacdes,
0 que compromete a precisdo dos resultados. Fatores como temperatura, luminosidade e
0 meio de cultura influenciam diretamente o aspecto e a estabilidade das col6nias
(Menezes, 2002). De acordo com Damm et al. (2012), a identificagdo de espécies do

género Colletotrichum torna-se limitada quando baseada exclusivamente em
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caracteristicas morfoculturais, sendo necessario o uso de ferramentas complementares,
como a analise molecular.

Foi observado, durante um periodo de sete dias, o crescimento dos isolados de
Colletotrichum. O isolado Al (C. theobromicola) teve uma média geral de crescimento
de 8,03 mm, a qual foi menor que a média do isolado A2 (C. siamense), com 8,56 mm.

De um modo geral, os conidios foram hialinos, unicelulares, cilindricos e
alongados, com extremidades arredondadas (Figura 3 b, ). A espécie C. theobromicola
apresentou conidios com comprimento variando de 9,63 um a 29,22 pum e largura
variando de 2,95 um a 8,92 um (n=50). C. siamense teve um comprimento que variou
de 12,61 uma 21,50 pum e largura variando de 4,32 yma 7,12 um (n=50).

Os apressorios apresentaram formatos irregulares, com coloracdo variavel de
marrom claro a marrom escuro (Figura 3 ¢, f). Apds a medicdo das estruturas, observou-
se que C. theobromicola apresentou comprimento variando entre 7,64 um e 14,56 pum, e
sua largura de 5,83 um a 9,76 um (n=50). C. siamense obteve um comprimento

variando entre 8,60 e 22,20 um e sua largura de 5,36 um a 10,96 um (n=50).

Figura 3. Marcadores morfolégicos dos isolados de Colletotrichum obtidos no presente estudo. Isolados
COUFALO0645 (a-c), COUFALO0646 (d-f). Caracteristicas da colonia (a, d), conidios (b, €) e apressérios

(c. 9.

Fonte: (Autor, 2025)
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O conhecimento da morfologia de conidios e apressorios sdo dados relevantes
para a caracterizacdo de espécies de Colletotrichum. Os apressdrios desempenham uma
importante fun¢do no processo de colonizagdo do hospedeiro, realizando a penetracéo
do patdgeno nos tecidos dos hospedeiros, no entanto, ndo pode ser considerada como o
Unico parametro na identificacdo. O patdgeno pode sofrer influéncias externas, como o
ambiente e, com isso, apresentar plasticidade fenotipica. Portanto, é necessaria a
utilizacdo de técnicas moleculares associadas a caracterizacdo morfoldgica e cultural
(Kamei, et. al., 2014).

O presente estudo demonstrou o grande potencial de Colletotrichum spp.
causarem antracnose em achachairu. No entanto, estudos adicionais, como a ampliacéo
da area de amostragem, sdo necessarios para revelar a verdadeira diversidade de
espécies associadas a cultura. A correta identificagdo de Colletotrichum spp., com a
aplicacdo de estudos filogenéticos, contribui para o desenvolvimento de estratégias de

controle mais efetivas no campo.
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5. CONCLUSOES

As espécies Colletotrichum theobromicola e Colletotrichum siamense estdo
associadas a antracnose em frutos de Garcinia humilis no estado de
Pernambuco;

Este € o primeiro relato de C. siamense e C. theobromicola em achachairu no
mundo.
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