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RESUMO

A antracnose € uma importante doenca das anonaceas, causada principalmente por
Colletotrichum gloeosporioides. Recentes trabalhos na Colémbia e no México identificaram
C. acutatum infectando a gravioleira, e C. fragariae e C. orbiculare em frutos de cherimoia.
Assim, 0 objetivo do trabalho foi identificar possiveis associagdes de espécies de
Colletotrichum infectando a cultura da pinha e da graviola no estado de Alagoas. Coldnias
monosparicas de Colletotrichum, obtidas de folhas apresentado sintomas tipicos da doenga,
foram coletados nos municipios de Macei6, Palmeira dos Indios e Unido dos Palmares. Os
isolados foram caracterizados morfologicamente através de conidios e apressorios, coloracdo
da col6nia, velocidade de crescimento micelial em BDA, analise das sequéncias da regido ITS
do rDNA e teste de patogenicidade. Cinquenta e um isolados, escolhidos de acordo com o0s
resultados da caracterizacdo morfoldgica, cultural e molecular, foram patogénicos quando
inoculados em folhas destacadas de pinha e graviola. De acordo com as caracteristicas
culturais os isolados foram separados em quatro grupos distintos: G-A, G-B, G-C e G-D. O
G-A foi formado por dezesseis isolados, 0 G-B com vinte e um isolados, o G-C com quatro
isolados e 0 G-D com dez isolados representando 30%, 43 %, 8% e 19% do total de isolados,
respectivamente. Na caracterizacdo morfoldgica, os isolados foram agrupados em trés grupos
distintos: A, B e C. O G-A foi formado por trinta e dois isolados, que apresentaram
caracteristicas tipicas de C. gloeosporioides. O G-B com quinze isolados, apresentou
caracteristicas de C. boninense. E o G-C agrupou quatro isolados com caracteristicas
semelhantes as da espécie C. fragarie. Com base no sequenciamento do rDNA, os isolados
apresentaram identidade de 99 a 100% com as espécies de C. gloeosporioides, C. boninense,
C. fragarie e Glomerella magna. Uma é&rvore filogenética foi construida a partir das
sequéncias do rDNA. Os isolados separam-se por similaridade genética em trés grupos
distintos (G-I, GIl e G-1l1), com as diferentes espécies de Colletotrichum. O G-I agrupou 0s
isolados de C. gloeosporioides e C. fragarie. Vinte e oito isolados apresentaram similaridade
com C. gloeosporioides e apenas cinco isolados com C. fragarie. O G-1l agrupou quatorze
isolados, todos geneticamente relacionados com C. boninense, a segunda espécie mais
frequente. O G-Il agrupou quatro isolados, os quais estdo relacionados filogeneticamente
com a espécie G. magna. A heterogeneidade encontrada na coloracdo das colbnias dos
cinquenta e um isolados ndo permitiu uma identificacdo confidvel. Entretanto, as
caracteristicas morfoldgicas contribuiram para a identificacdo da maioria deles, corroborando
com os dados do sequenciamento da regido do rDNA. Assim, de acordo com resultados
obtidos neste estudo, foi possivel comprovar que pelo menos quatro espécies de
Colletotrichum s@o responsaveis por causar antracnose em pinha e graviola no estado de
Alagoas: C. gloeosporioides, C. boninense, C. fragariae e G. magna, sendo relatada pela
primeira vez a ocorréncia das trés ultimas nessas culturas.

Palavras-chave: Colletotrichum gloeosporioides. Colletotrichum boninense. Colletotrichum
fragariae. Glomerella magna. Pinha. Graviola. rDNA, Regiéo ITS.



ABSTRACT

Anthracnose is an important disease of Annonaceae, mainly caused by Colletotrichum
gloeosporioides. Recent work in Colombia and Mexico identified C. acutatum infecting the
soursop, and C. fragariae and C. orbiculare in cherimoya fruit. The objective of the study
was to identify possible associations of species of Colletotrichum infecting the culture of
pineapple and guanabana in the state of Alagoas. Single spore colonies of Colletotrichum
obtained from leaves displayed typical symptoms of the disease were collected in the
municipalities of Macei6, Palmeira dos Indios and Unido dos Palmares. The isolates were
characterized morphologically by conidia and appressoria, staining of the colony, mycelial
growth rates in BDA, sequence analysis of the rDNA ITS region and pathogenicity test. Fifty-
one isolates, chosen according to the results of morphological, cultural and molecular, were
pathogenic when inoculated on detached leaves of sugar apple and soursop. According to the
cultural characteristics of the isolates were separated into four distinct groups: A, B, C and D.
The G-A was formed by sixteen isolated, G-B twenty-one isolates, G-C and G-D four isolates
with ten isolates representing 30%, 43%, 8% and 19% of the isolates, respectively. In
morphology, the isolates were grouped into three groups: A, B and C. The G-A was formed
by thirty-two isolates, which showed typical features of C. gloeosporioides. The GB with
fifteen isolates showed characteristics of C. boninense. And the G-C grouped four isolates
with similar characteristics to the species C. fragarie. Based on the sequence of rDNA
identity of these isolates showed 99 to 100% with the species C. gloeosporioides, C.
boninense, C. fragarie and Glomerella magna. A phylogenetic tree was constructed from
sequences of rDNA. The isolates are separated by genetic similarity into three distinct groups
(GI, Gll and G-Il1), with the different species of Colletotrichum. The G-I grouped the isolates
of C. gloeosporioides and C. fragarie. Twenty-eight isolates showed similarity to C.
gloeosporioides and only five isolates with C. fragarie. The G-11 grouped fourteen isolates, all
genetically related C. boninense, the second most common species. The G-11I grouped four
isolates, which are phylogenetically related to the species G. magna. The heterogeneity found
in the coloration of the colonies of the fifty-one isolates did not allow a reliable identification.
However, the morphological characteristics contributed to the identification of most of them,
confirming the sequence data of the rDNA region. Thus, according to results obtained in this
study, we demonstrate that at least four species of Colletotrichum are responsible for causing
anthracnose on sugar apple and soursop in the state of Alagoas: C. gloeosporioides, C.
boninense, C. fragariae and G. magna, as first reported occurrence of the last three in these
cultures.

Keywords: Colletotrichum gloeosporioides. Colletotrichum boninense. Colletotrichum
fragariae. Glomerella magna. Sugar Apple. Soursop. rDNA. ITS region.
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1 INTRODUCAO

As anonéceas sdo dicotileddneas pertencentes a Familia Annonaceae, que engloba
um grupo de frutiferas de importancia econdmica no Brasil e em vérias regides do mundo,
embora a distribuicdo esteja restrita a alguns paises (KAVATI, 1992), como Chile, México,
Venezuela e Australia. Compreende cerca de 132 géneros e 2500 espécies (JESSUP, 1988;
SAUQUET et al., 2003), das quais aproximadamente 250 ocorrem no Brasil. Os géneros mais
importantes sdo Rollinia e Annona, com destaque maior para este Gltimo que agrupa as
principais espécies cultivadas.

A maioria tem origem tropical, como o género Annona, com exce¢do da cherimdia
(Annona cherimola Mill.), de origem dos altiplanos andinos. Foram introduzidos no Brasil
pelo Conde de Miranda, em 1626 (LOPEZ, 2005). As espécies com maior potencial
econbmico sdo a pinha (A. squamosa L.), a graviola (A. muricata L.), a cherimoia (A.
cherimola Mill.) e a atemdia (A. cherimola x A. squamosa). E ainda, com menor expressao, a
condessa (A. reticulata L.) e o beriba (Rollinia mucosa Baill.) (SAO JOSE et al., 1997).

No Brasil, estas culturas sdo encontradas desde o Norte até o Sul do pais, mas foi na
regido semiarida do Nordeste que o cultivo se espalhou, devido as condi¢des climaticas
bastante favoraveis (RIBEIRO et al., 2007). As principais espécies sdo a pinha e a graviola
(DONADIO, 1997), naturais de clima tropical, mais encontradas nos Estados da Bahia,
Pernambuco, Rio Grande do Norte e Alagoas. Destaque também para a atemdia e a cherimoia,
mais adaptadas ao clima subtropical, cultivadas em S&o Paulo e Minas Gerais, e que possuem
alto valor comercial no mercado nacional e internacional (KAVATI, 1992). No Nordeste, a
Bahia é o principal produtor, seguido de Pernambuco e Alagoas, com plantios irrigados com
bom nivel tecnoldgico.

Os frutos sdo comercializados principalmente na producdo de polpas para sucos e
para 0 consumo da fruta fresca. Sua importancia se deve principalmente a riqueza de
vitaminas e sais minerais, como calcio, ferro, fosforo, potassio e magnésio. Ainda, apresentam
conteudo de gordura muito baixo e contetido nulo de colesterol.

A producéo para a comercializagdo no Brasil tem sido uma importante alternativa do
agronegocio (SAO JOSE et al., 1997). Esse interesse pelo cultivo é devido ao alto preco que
se pode alcangar no mercado. Assim, ainda hd um grande espaco a ser explorado no mercado

interno e externo, ja que as anonaceas agradam ao paladar do mercado americano, europeu e
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asiatico. No entanto, ha ainda caréncia de padronizacgdo e qualidade dos frutos, prejudicando
assim as exportacdes brasileiras (NEVES, 1997) e impedindo maiores valores no mercado
interno.

As culturas de pinha e graviola no Brasil estdo sujeitas a varias doencas, sendo a
antracnose aquela que causa os maiores prejuizos. O fungo incide sobre folhas, ramos e
frutos, em diversas fases do desenvolvimento, ocasionando manchas escuras que podem
coalescer. Além de reduzir a produtividade e desqualificar comercialmente as frutas, provoca
ferimentos ou lesdes que favorecem a infestacdo de fungos oportunistas e insetos pragas.

O principal agente da antracnose das anonéceas, Colletotrichum gloeosporioides,
além de infectar anonaceas, prejudica também uma ampla gama de hospedeiros, tanto em pré
guanto em pds-colheita (DODD et al., 1992; BENATO, 1999; PERES et al., 2002), porém
existem varias populacdes especificas a um hospedeiro, 0 que pode significar a existéncia de
mais de uma espécie.

Assim, a fim de contribuir para o melhor conhecimento das espécies causadoras de
antracnose que incidem sobre as culturas da pinha e graviola no Estado de Alagoas, 0s
objetivos deste trabalho foram a identificacdo, através de técnica de sequenciamento da regido
ITS do rDNA, de espécies de Colletotrichum e caracterizacdo morfolédgica e cultural destes

fitopatdgenos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Considerac@es gerais sobre as anonaceas

Annonaceae é a principal familia de Magnoliales e apresenta cerca de 132 géneros e
2500 especies (JESSUP, 1988; SAUQUET et al., 2003) de arbustos, arvoretas e arvores. No
entanto, apenas 0s géneros Annona, Rollinia e Alberonoa produzem frutos comestiveis
(MANICA et al., 2003). Os dois primeiros tém maior importancia comercial.

As anonaceas, nome genérico utilizado para se referir as plantas da Familia
Annonaceae, apresentam distribuicdo pantropical, apesar de ser mais encontrada em clima
tropical, por vezes subtropical (DONADIO, 1997), e raramente em condigdes temperadas
(SILVA & SILVA, 1997). As regides das Américas Central e do Sul, da Asia e da Africa sdo
0s principais centros de diversidade da Familia (HEUSDEN, 1992). No Brasil, as anonaceas
apresentam boa adaptacdo a diversidade climatica, podendo ser encontrados pomares
comerciais em todas as regides do pais (VIANA, 2005).

O género Annona engloba espécies com caracteristicas morfoldgicas muito distintas.
Assim, a fim de facilitar o estudo, Safford, em 1914, propds a divisdo deste género em cinco
grandes grupos: Pilaeflorae, Acutifloarae, Annonellae, Guanabani e Attae. Os dois Ultimos
sd0 0s mais importantes.

A pinha (A. squamosa L.) e a graviola (A. muricata L.) sdo as espécies mais
cultivadas no Brasil, por serem frutos muito saborosos e comercialmente aceitaveis. Outros
representantes de relevancia sdo a cherimolia (A. cherimola Mill.), a condessa (A. reticulata
L.), a atemoia (A. cherimola L. x A. squamosa L.), a cabeca-de-negro (A. coriaceae), 0
araticum-do-campo (A. didica), o araticum-do-brejo (A. paludosa) e a ilama ou papausa (A.
diversifolia) (MANICA et al., 2003).

Devido ao alto valor no mercado nacional e internacional, o plantio de anonaceas
tem aumentando significativamente, tanto no Brasil como em outros paises, pertencendo a um
grupo de produtos com potencial de crescimento de consumo, ainda barrado pela pouca oferta
(MELLO et al., 2003). Algumas dificuldades sdo encontradas, como: planejamento das
praticas das culturas, melhoramento de tecnologias de producdo e pds-colheita dos frutos, e

adogdo de estratégias de mercado. Em novembro de 2003, em Itaberd no Estado de S&o Paulo,
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foi fundada a Associacdo Brasileira dos Produtores de Anonéceas (ABPA), a fim de

congregar e orientar os produtores para o fortalecimento da classe.

2.2 Principais espécies do género Annona: pinha e graviola

Os maiores representantes do género Annona pertencem aos grupos Guanabani e
Attae. A graviola pertence ao primeiro, também conhecido como grupo das graviolas, ao qual
também pertencem o araticum-do-brejo (A. glabra), e o araticum-das-montanhas (A.
montana). J& a pinha encontra-se no segundo, ou grupo das anonas comuns, juntamente com
outras espécies de destaque comercial, como a cherimdlia (A. cherimola), a condessa (A.
reticulata) e a atemdia (A. cherimola x A. squamosa) (DONADIO, 1997).

2.2.1 A cultura da pinha

A pinha é originaria da América tropical, na llha da Trindade e nas Antilhas. O
Conde Diogo Luiz de Miranda foi o responsavel pela introducéo do fruto no Brasil em 1926,
motivo pelo qual também é conhecida como fruta-do-conde (CORDEIRO et al., 2000).
Outros nomes populares brasileiros: ata, anona, araticum. Encontra-se distribuida em quase
todos os continentes, sendo conhecida na lingua inglesa como “sugar apple” ou “sweet sop”,
“rinon” em espanhol e “ata” em francés (ABPA, 2007).

A pinha é geralmente consumida ao natural. Ainda, dos frutos também podem ser
obtidos sucos, doces e sorvetes. A polpa também é usada na fabricacdo de bebidas
fermentadas (LEAL, 1990). Na medicina popular, as folhas, sementes, frutos, casca e raizes
sdo utilizadas no preparo de chas, sucos, decoc¢do da fruta, macerado das sementes e
consumo direto da fruta, no tratamento de anemia, diarreia, colite, desnutricdo, convulsdes,
verminose, reumatismo, furdnculos, ulceras, etc.

Apesar de ndo ter sido comprovada eficdcia como anticonvulsivante, estudos
comprovaram acao positiva antiparasitaria contra helmintos das espécies Ascaridia galli e
Ancylostoma caninum (NETTO JUNIOR et al., 2006) e os protozoarios Leishmania donovani
(RAYNAUD-LE GRANDIC et al., 2004) e Plasmodium falciparum (RAKOTOMANGA et
al., 2004). Também foram comprobatorios os efeitos citotoxicos potencial da acetogenina

contra células tumorais prostaticas (HOPP et al., 1996), hipoglicemiante e antioxidativo,
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como depurador de radicais livres (SHIRWAIKAR et al., 2004). Entretanto, novos estudos
quimicos e farmacoldgicos devem ser realizados para comprovar a eficdcia e seguranca
terapéutica dessas substancias como medicamento (NETTO JUNIOR et al., 2006).

O mercado da pinha é abastecido principalmente pelos Estados da Bahia, maior
produtor, e S&o Paulo. Do total plantado no Brasil (10500 hectares), cerca de 7100 hectares
ficam na Bahia (SEAGRI, 2007). O cultivo é ainda encontrado em Minas Gerais, Rio de
Janeiro, Distrito Federal, Para, Alagoas, Pernambuco e Ceard (CORDEIRO, 2000). No
entanto, somente o nordeste produz 70% do total.

Em Alagoas a produgdo, encontra-se principalmente na Zona do Agreste e Sertéo
onde se estima que existam mais de 2000 hectares da cultura (OLIVEIRA et al., 2005).
Destaque para os municipios de Palmeira dos indios, Estrela de Alagoas e lgaci, onde os solos
e a pluviosidade (800-1200 mm/ano) com periodo seco sdo favoraveis ao desenvolvimento e a
alta produgdo. O cultivo expandiu-se também para Coruripe, Feliz Deserto e Arapiraca
(CAMPOS, 2002).

N&o existe no Brasil cultivares definidas do fruto, com excecdo da pinha sem
sementes, denominada ateira cearense ou pitaguari (GOMES, 1972), no Estado do Cearad. O

fruto € resultante de uma mutacdo somatica da planta, que produz frutos partenocarpicos.

2.2.1.1 Aspectos botéanicos da pinheira

Arvore de pequeno porte, com até 5 m de altura, e muito ramificada. Seu sistema
radicular é pivotante, o que confere grande tolerancia em relacédo as variacdes hidricas do solo
(OLIVEIRA et al., 2005). As folhas sdo deciduas, de laminas oblongo-elipticas, de apice
obtuso ou arredondado, medindo de 5 a 15 cm de comprimento por 2 a 6 cm de largura. A
coloracdo foliar é verde brilhante na face adaxial e verde-azulada na parte abaxial. E uma
planta hermafrodita prioritariamente alégama (SCALOPP1 JUNIOR, 2007).

A pinha é um fruto do tipo sincarpo arredondado ou baga composta, ovoide, esférica
ou cordiforme. Possui de 5 a 13 cm de diametro e é formado geralmente por carpelos
destacados. A polpa tem coloracdo branca ou creme e envolve individualmente as numerosas
sementes de coloracdo preta brilhante ou castanha-clara, com forma eliptica, e que medem de
1,4 a 2,3 cm de comprimento por 0,8 a 1,2 cm de largura (MANICA et al., 2003).
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2.2.2 A cultura da graviola

A gravioleira € uma planta originaria da América Central e dos Vales Peruanos. Os
espanhois foram os responsaveis por sua distribuicdo em varias regides tropicais do mundo
(PINTO & SILVA, 1995). No Brasil, o fruto foi introduzido pelos portugueses no século
XVI. A cultura se espalhou, sendo atualmente encontrada em quase todos os estados
brasileiros, com exce¢do da regido Sul, devido ao clima mais frio (PINTO et al., 2005), ja que
a planta é mais adaptadas as regides semiaridas.

O fruto possui varios nomes populares no Brasil, sendo conhecida também como
jaca-de-pobre, jaca-do-pard, coragdo-de-rainha, araticum manso. Em outros paises €
conhecida como soursop, na lingua inglesa, guanabano, no idioma espanhol e corossolier ou
grand corossol, em francés.

O fruto é utilizado geralmente na producdo de sucos naturais ou para 0
processamento industrial, na produgdo refrescos, sucos concentrados, polpas congeladas,
néctares, sorvetes, geleias, cremes e bebidas lacteas (MANICA et al., 2003). E aproveitada
das mais diversas formas, tanto na medicina homeopatica, como na culinaria caseira
(BATISTA et al., 2003). Alem do fruto, da raiz, casca e folhas sdo feitos aplicados chas,
sucos, emplastros e banhos, no tratamento de inflamagdo de dentes, diarreia, doencas de
estdmago, varizes, calmante, diabetes, cancer, emagrecimento, etc.

Em 2006, o Ministério da Saude realizou um vasto estudo sobre vérias plantas
medicinais com o objetivo de avaliar sua eficacia. Sobre a graviola, foi estudada possivel a¢éo
antidiabética, sedativa e anticonvulsivante. Os resultados ndo confirmaram as acles
popularmente atribuidas. Outras pesquisas estdo sendo realizadas devido a presenca de
acetogeninas, usada no tratamento do cancer. Esta substancia, encontrada em folhas e
sementes, apresenta significante atividade citotoxica contra células cancerigenas in vitro
(LIAW et al., 2002). No entanto, mais pesquisas devem ser realizadas antes de ser indicada
como medicamento (NETTO JUNIOR, 2006).

Os paises produtores s&o: Angola, Austrélia, Ceildo, Colémbia, Cuba, Jamaica, india,
Indonésia, Madagascar, México, Panamd, Sudoeste Asiatico, Venezuela e Brasil, sendo 0s
dois ultimos os maiores produtores (PINTO et al., 2005; RAMOS et al., 2001). No Brasil,
destaque para a regido Nordeste, maior produtora, responsavel por cerca de 90% do total
(PINTO et al., 2005).

Atualmente, de acordo com a Agéncia Estadual de Defesa Agropecuéaria da Bahia

(Adab) (2011), o Estado é o maior produtor mundial de graviola, com 9000 toneladas/ano,
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onde se encontra 85% da area cultivada no Brasil (SEAGRI, 2011). Anteriormente este posto
era ocupado por Venezuela, Colémbia e o Estado de Ceard (SEAGRI, 2010). Também podem
ser citadas areas de plantio nos Estados de Alagoas, Pernambuco, Para, Paraiba e Minas
Gerais (LIMA, 2004). Entretanto, apesar da exploracdo crescente desta cultura, informacdes e
trabalhos disponiveis sobre produtividade e area cultivada ainda séo bastante escassos.

Em Alagoas, o cultivo de graviola encontra-se distribuido em todas as regides.
Entretanto, as areas de maior concentracdo de plantio estdo localizadas nos municipios da
zona da mata e agreste (ALBUQUERQUE, 1997).

2.2.2.1 Aspectos botanicos da gravioleira

A gravioleira € uma planta de porte alto, 4 a 8 m de altura quando adulta, com
abundante sistema radicular, o que a torna uma planta facilmente adaptavel aos mais variados
tipos de solo. E pouco exigente quanto a fertilidade, embora solos profundos com boa
aeracdo, bem drenados e com pH variando entre 6 a 6,5 sejam 0s que mais favorecem a
fruteira. A faixa ideal para seu pleno desenvolvimento esta compreendida entre 21°C a 30°C
(RAMOS et al., 2001).

O caule € Unico com ramificacdo assimétrica. Possuem folhas com peciolo curto, e
sdo do tipo oblongo-lanceoladas ou elipticas, medindo cerca de 6 a 18 cm de comprimento e 5
a 7 cm na maior largura, com nervuras pouco perceptiveis (MANICA et al., 2003). As flores
sdo globosas, com 6 pétalas, de coloracdo verde escura na fase juvenil passando a verde clara
na fase de frutificacdo. Podem estar solitarias ou agrupadas surgindo diretamente no tronco ou
distribuidas em pedunculos curtos e axilares. Os estames sdo numerosos, em forma de escudo,
unidos abaixo; anteras paralelas e abertura longitudinalmente; estigmas pegajosos.

O fruto da graviola é grande, uma baga composta ou sincarpo, cujo peso oscila de 0,4
a 10 Kg ou mais, com comprimento de até 30 cm por 20 de didmetro. Seu formato é
caracteristicamente cordiforme, podendo variar como redondo ou angular (PINTO & SILVA,
1995). A casca é delgada, com aparéncia reticulada com coloragdo verde-escura, quando 0s
frutos estdo em desenvolvimento, mudando para verde-clara brilhante, quando maduros.
Possui espiculas carnosas, moles e recurvadas. A polpa é branca, formando gomos, muito
sucosa e subacida. Contém boa quantidade de proteinas, gorduras, carboidratos, vitaminas C e

B, potéssio, calcio, ferro e fésforo (ABPA, 2007). As sementes geralmente sdo de coloracdo
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preta, quando retiradas do fruto, ficando marrom-escuras a marrom-claras ou castanhas, apos
alguns dias fora deste. Medem entre 1 e 2 cm de comprimento (PINTO & SILVA, 1995).

2.2.3 Aspectos fitossanitarios da pinheira e da gravioleira

Os maiores problemas para essas culturas sdo relativos a fitossanidade. Inimeras
doencas e pragas podem afetar as folhas, ramos, raizes, flores e frutos da gravioleira e da
ateira, bem como das demais anonaceas, em diferentes etapas do seu desenvolvimento.

As principais doengas que acometem a pinheira sdo a antracnose, podriddo-das-
raizes, pinta-preta, podriddo-seca ou podriddo-seca-das-hastes, podridao-dos-frutos, murcha-
de-phytophthora, cancrose, queima-do-fio e rubelose (FREIRE & CARDOSO, 1997).
Também pode sofrer infestacdo de varias espécies de nematdides e ser atacada por pragas,
sendo as mais importantes a broca-dos-ramos, broca-dos-frutos, cochonilha-de-cera,
cochonilha-branca, broca-do-coleto, mosca-branca e 4acaro-vermelho (MORALES &
MANICA, 1994).

Na gravioleira, as doengas mais comuns sdo a antracnose, podridao-seca, murcha-de-
phytophthora, mancha-zonada, mancha-de-cercospora, mancha-de-alga e mancha-amarela-da-
gravioleira (CARDOSO et al., 2002) . Em relagdo as pragas, as mais comuns sao a broca-dos-
frutos, broca-das-sementes, broca-do-tronco, broca-do-ramo, broca-do-coleto, soldadinho,
cochonilha-parda, cochonilha-de-cera, cochonilha-escama-farinha, minador-das-folhas,
lagarta-pintada, lagarta-das-folhas, cigarrinha-verde, pulgdo, Enchenopa sp., irapué e serra-
pau (BLEICHER & MELO, 2002)

2.3 A antracnose

A antracnose é uma enfermidade flngica causada principalmnte por espécies do
género Colletotrichum Corda 1831, as quais pertencem a Ordem Coelomicetos, Classe
Melanconiales e Familia Melanconiaceae. Compreende Vvarias espécies, podendo o patdgeno
incidir sobre ramos, gavinhas, folha, caule e flores, causando enormes prejuizos (MENEZES,
2002). Sua maior ocorréncia é observada em regides tropicais e subtropicais, com maior

severidade em condicGes chuvosas, alta umidade e temperatura variando de 22 a 28°C.
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Infectam uma ampla gama de hospedeiros, sendo reportados como a principal causa
de perdas de produgdo no mundo, tanto em pré-colheita como em pos-colheita (DODD et al.,
1992; BENATO, 1999) de diversos cultivos de leguminosas, cereais, hortalicas e diversas
frutas (SERRA et al., 2008) como améndoa, péssego, pecd, macd, morango, abacate, entre
outros (FITZELL, 1987; HOWARD et al., 1992; BERNSTEIN et al., 1995; ADASKAVEG &
HARTIN, 1997; FREEMAN & KATAN, 1997).

Em plantagdes comerciais de anonaceas, somente a espécie C. gloeosporioides
(Penzig) Penzig & Sacc. 1882 [Teleomorfo: Glomerella cingulata (Stonem.) Spauld &
Schrenk 1903] tem sido relatada como a responsavel por causar antrachose no Brasil
(FREIRE & CARDOSO, 1997) e na América do Sul (ALVAREZ et al., 2004). No entanto, no
México, foram encontrados isolados de C. fragariae e C. orbiculare em frutos de cherimoélia
(VILLANUEVA-ARCE et al., 2005; 2008), e na Colombia, C. acutatum foi isolado de frutos
de graviola (ALVAREZ et al., 2004). Assim, 0 mesmo pode ocorrer no Brasil.

Algumas espécies sdo mais especificas a um determinado hospedeiro, como por
exemplo, C. lindemuthianum em leguminosas e C. musae em bananeira. Por outro lado, C.
gloeosporioides e C. acutatum, podem ocorrer em diferentes familias de hospedeiros,
indicando que uma espécie pode causar doenca em varios hospedeiros, bem como um Unico
hospedeiro pode ser atacado por diferentes espécies de Colletotrichum, as quais induzem
sintomas semelhantes aos da antracnose. Neste Ultimo caso, a identificacdo do agente
etioldgico, baseado somente em caracteres morfologicos, pode ser de dificil conclusdo.
Assim, a aplicacdo conjunta com outros métodos de identificacdo pode possibilitar uma
diferenciacéo correta (MENEZES, 2006).

Diante da importancia de ser responsavel por causar de perdas em frutiferas de clima
tropical e subtropical e sendo de dificil controle por desenvolver infeccdo quiescente, muitos
estudos tém sido realizados para elucidar a etiologia das doencas causadas por espécies de
Colletotrichum e a dinamica de suas populacfes (PERES et al., 2005) para escolher medidas

de controle adequadas.

2.4 ldentificacéo de espécies de Colletotrichum

A diferenciacdo de Colletotrichum spp. tem sido baseada tradicionalmente em

caracteres morfologicos e culturais, observando-se semelhancas de tamanho e formato dos

conidios, caracteristicas de suas colbnias (coloracdo, taxa de crescimento, presenca de
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microesclerédios), morfologia do apressorio e especificidade do hospedeiro (SMITH &
BLACK, 1990). Muitas vezes essas caracteristicas sdo utilizadas para diferenciar espécies
bastante proximas, como C. gloeosporioides e C. acutatum (SUTTON, 1992; FREEMAN et
al., 1998).

Entretanto, elucidagcbes sobre a sistematica deste género sdo improvaveis quando
realizadas apenas nos caracteres morfolégicos. A variabilidade dos isolados de
Colletotrichum, especialmente C. gloeosporioides, sugere a existéncia de grupos de
especializacdo patogénica e, em varios casos, especies que foram descritas por meétodos
morfométricos classicos tém recebido a denominagdo de espécies coletivas por serem
geneticamente heterogéneas e ndo formarem grupos monofiléticos (MUNIZ et al., 1998).

Muitas dificuldades sdo encontradas para a identificacdo correta do agente etiologico
devido a grande diversidade fenotipica, influéncia de fatores ambientais na estabilidade dos
caracteres morfolégicos e culturais, existéncia de formas intermediédrias e falta de
padronizacdo de condigdes culturais empregadas nos diferentes estudos, mostrando a alta
complexidade deste género (LOPEZ, 2001).

Apesar dessa grande variabilidade de espécies de Colletotrichum ter sido
demonstrada por diversos autores (FREEMAN et al., 2001; AFANADOR-KAFURI et al.,
2003), novas descricfes de espécies ndao tém sido feitas, o que tem causado grandes
problemas, principalmente para os fitopatologistas que procuram adotar estratégias de
controle de doencas.

Nesse contexto, o desenvolvimento da biologia molecular possibilitou a criacdo de
varias técnicas baseadas na andlise do DNA, que permitem a detec¢do de polimorfismo
utilizando marcadores moleculares a fim de melhorar a identificacdo de espécies
(FIGUEIREDO et al., 2003), e at¢é mesmo a reclassificacdo de grupos heterogéneos
(THOMPSON et al., 2006). O uso de ferramentas apropriadas tem sido bastante atil na
diferenciacdo das espécies de Colletotrichum (LOPEZ, 2001). Dentre essas técnicas podem
ser citadas o dSRNA, RAPD, RFLP, cariotipos moleculares e sequenciamento.

O sequenciamento do rDNA ¢é bastante aplicado na identificacdo de espécies de
diversos organismos, devido a presenca de regiGes altamente conservadas e outras
relativamente variaveis. O rDNA eucaridtico é formado pelos genes 18S, 5.8S e 28S, sendo
estes separados por duas regides ITS (Internal Transcribed Spacer), 0 ITS1 e 0 ITS2. O gene
18S ¢ altamente conservado e por isso é utilizado para comparar organismos distantemente
relacionados; enquanto o gene 28S é mais variavel e, portanto, mais adequada para

comparacéo de diferentes géneros ou, em alguns casos, de espécies diferentes. As regides ITS
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sdo consideravelmente mais variadas e, portanto, mais apropriadas para distinguir espécies
relacionadas ou até mesmo linhagens intraespecificas. (FUNGARO, 2000).

A comparacdo de sequéncias da regido ITS 1 do rDNA entre C. gloeosporioides e
outras espécies do género levaram ao desenvolvimento de oligonucleotideos (primers)
especificos, Calnt2/ITS4 e o Cgint/ITS4, para a diferenciagdo entre C. gloeosporioides e C.
acutatum por PCR (reagdo da polimerase em cadeia). A técnica foi utilizada com sucesso em
diversas culturas como péssego, mamao, maracujd, citros, manga, morango (BROWN et al.,
1996; SREENIVASAPRASAD et al., 1996; PERES et al., 2002; AFANADOR-KAFURI et
al., 2003; ANDRADE et al., 2007).

A caracterizacdo patogénica também tem sido utilizada por muitos pesquisadores.
Sabe-se que, tanto uma espécie pode causar doenca em varios hospedeiros, bem como um
unico hospedeiro pode ser atacado por diferentes espécies, sugerindo a patogenicidade
cruzada como um método complementar para a diferenciacdo de espécies (MUNIZ et al.,
1998; FURTADO et al., 1999; PERES et al., 2002).
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3 METODOLOGIA

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia Molecular do
Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Alagoas (CECA-UFAL), no periodo
de novembro de 2009 a julho de 2011. Os estudos envolveram as seguintes etapas:

3.1 Obtencao, teste de patogenicidade e preservacao dos isolados

Entre o periodo de novembro de 2009 a novembro de 2010, cinquenta e um isolados
de Colletotrichum spp. foram obtidos de folhas jovens de pinha e graviola apresentando
sintomas tipicos de antracnose (Tabela 1; Figura 1). As coletas foram realizadas em éareas
produtoras alagoanas, nos municipios de Macei6, Palmeira dos indios e Uni&o dos Palmares
(Figura 2). As coordenadas geogréaficas das plantas foram obtidas através de aparelho portatil
de posicionamento global (GPS).

Tabela 1 — Procedéncia, data da coleta e hospedeiro original dos isolados de Colletotrichum de

anondaceas utilzados no estudo.
(continua)

Georreferéncia

Isolado Hospedeiro Procedéncia Coleta

P1U pinha Unido dos Palmares 02/12/2009 S 9°10°16.5” W 36°00°10.1”
P2U pinha Unido dos Palmares 02/12/2009 S 9°10°15.9” W 36°00°11.1”
P4U pinha Unido dos Palmares 02/12/2009 S 9°10°15.8” W 36°00°10.0”
P5U pinha Unido dos Palmares 02/12/2009 S 9°10°15.7” W 36°00°09.3”
P6U pinha Unido dos Palmares 02/12/2009 S 9°10°16.5” W 36°00°09.3”
P7U pinha Unido dos Palmares 26/10/2010 S 9°10°16.6” W 36°00°09.0”
P8U pinha Unido dos Palmares 26/10/2010 S 9°10°16.9” W 36°00°09.5”
POU pinha Unido dos Palmares 26/10/2010 S 9°10°16.9” W 36°00°09.8”
P10U pinha Uniéo dos Palmares 26/10/2010 S 9°10°16.8” W 36°00°10.1”
P11U pinha Uniéo dos Palmares 26/10/2010 S 9°10°16.7” W 36°00°10.2”
P12U pinha Unido dos Palmares 26/10/2010 S 9°10°16.5” W 36°00°10.1”
P13U pinha Unido dos Palmares 26/10/2010 S 9°10°16.1” W 36°00°10.1”
P15U pinha Uniéo dos Palmares 26/10/2010 S 9°10°16.0” W 36°00°10.7”
P1P pinha Palmeira dos indios 13/11/2009 S 9°27°52.7” W 36°37°15.3”
P3P pinha Palmeira dos indios 13/11/2009 S 9°27°52.6” W 36°37°14.0”
P5P pinha Palmeira dos indios 13/11/2009 S 9°27°52.8” W 36°37°12.4”
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Tabela 1 — Procedéncia, data da coleta de espécies de Colletotrichum isolados de folhas de pinha e

graviola.
(conclusdo)
Isolado  Cultura Procedéncia Coleta Georreferéncia

P6P pinha Palmeira dos indios 30/11/2010 S 9°27°52.9” W 36°37°12.2”
pP7P pinha Palmeira dos indios 30/11/2010 S 9°27°52.5” W 36°37°11.8”
PIP pinha Palmeira dos indios 30/11/2010 S 9°27°50.8” W 36°37°12.17
P10P pinha Palmeira dos indios 30/11/2010 S 9°27°48.7” W 36°37°15.6”
P11P pinha Palmeira dos indios 30/11/2010 S 9°27°48.3” W 36°37°16.7”
P12P pinha Palmeira dos indios 30/11/2010 S 9°27°49.3” W 36°37°16.9”
P13P pinha Palmeira dos indios 30/11/2010 S 9°27°50.0” W 36°37°16.4”
P14P pinha Palmeira dos indios 30/11/2010 S 9°27°51.0” W 36°37°16.1”
P15P pinha Palmeira dos indios 30/11/2010 S 9°27°51.7” W 36°37°15.9”
G1M graviola Maceio 01/03/2010 S 9°34°24.1” W 35°41°44.0”
G2M graviola Macei6 01/03/2010 S 9°34°22.9” W 35°41°44.7”
G3M graviola Macei6 01/03/2010 S 9°34°22.5” W 35°41°45.1”
G4aM graviola Maceio 01/03/2010 S 9°34°22.0” W 35°41°45.2”
G5M graviola Macei6 01/03/2010 S 9°34°21.5” W 35°41°45.1”
G6M graviola Macei6 01/03/2010 S 9°34°22.0” W 35°41°44.8”
G7™M graviola Maceio 01/03/2010 S 9°34°22.3” W 35°41°44.6”
G8M graviola Macei6 01/03/2010 S 9°34°22.6” W 35°41°44.5”
GOM Graviola Macei6 01/03/2010 S 9°34°22.8” W 35°41°44.8”
G1o0M Graviola Maceio 01/03/10 S9°34°23.6” W 35°41°44.7”
G1iM graviola Maceio 01/03/2010 S 9°34°23.8” W 35°41°44.9”
Gl12M graviola Macei6 01/03/2010 S 9°34°23.2” W 35°41°44.9”
G1lU graviola Uniéo dos Palmares 02/12/2009 S 9°10°29.1” W 36°00°41.3”
G2U graviola Uniéo dos Palmares 02/12/2009 S 9°10°29.0” W 36°00°40.9”
G3U graviola Unido dos Palmares 02/12/2009 S 9°10°28.5” W 36°00°40.5”
G4au graviola Unido dos Palmares 02/12/2009 S 9°10°28.7” W 36°00°40.0”
G6U graviola Unido dos Palmares 02/12/2009 S 9°10°28.6” W 36°00°39.3”
G7U graviola Uniéo dos Palmares 02/12/2009 S 9°10°29.2” W 36°00°39.0”
G8uU graviola Uniéo dos Palmares 26/10/2010 S 9°10°29.4” W 36°00°38.8”
GouU graviola Unido dos Palmares 26/10/2010 S 9°10°30.0” W 36°00°38.5”
G10U graviola Unido dos Palmares 26/10/2010 S 9°10°30.3” W 36°00°38.2”
G1l2u graviola Uniéo dos Palmares 26/10/2010 S 9°10°31.2” W 36°00°37.3”
G13U graviola Unido dos Palmares 26/10/2010 S 9°10°31.6” W 36°00°37.1”
G1P graviola Palmeira dos indios 30/11/2010 S 9°27°41.0” W 36°36°41.6”
G3P graviola Palmeira dos indios 30/11/2010 S 9°27°34.7” W 36°36°40.6”
G4P graviola Palmeira dos indios 30/11/2010 S 9°27°35.8” W 36°36°41.0”
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Figura 1 — Folhas de graviola (a) e pinha (b) apresentando lesdes tipicas de antracnose.

Fonte: KAMEI, 2011.

Figura 2 — Mapa de Alagoas indicando os municipios onde as
coletas foram realizadas.
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Para a desinfestacdo, as folhas foram lavadas com &gua e sabdo neutro e secadas
naturalmente. Posteriormente, fragmentos da area de transicao entre o tecido sadio e o doente
foram retirados e imersos em etanol 70% por 30 segundos, hipoclorito de s6dio 1% por 1
minuto, e duas lavagens em agua destilada esterilizada (ADE) por 30 segundos cada. Os
tecidos foram secos em papel filtro esterilizado e transferidos para placas de Petri contendo
meio AA (Agar-Agua — 15 g de 4gar, gsp. 1000 mL de 4gua).

Apos a formagdo das colbnias, pequenos discos de meio de cultura, contendo o
crescimento do patégeno, foram transferidos para placas de Petri contendo meio BDA
(Batata-Dextrose-Agar — 200 g de batata, 20 g de dextrose, 17 g de agar, gsp. 1000 mL de
agua) e mantidos em temperatura ambiente (aproximadamente 28°C) por 10 dias. Isolados
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monospéricos foram obtidos através de dilui¢cdo seriada de uma solucdo de esporos, até 10
da concentracdo inicial, que foi inoculada em placa de Petri contendo meio BDA. Ap0s 2
dias, o esporo germinado foi retirado e transferido para outra placa de Petri contendo meio
BDA e mantido por 7 dias em temperatura de 25 + 1 °C e fotoperiodo de 12 horas. Este
processo garantiu a pureza genética dos isolados.

Os isolados de Colletotrichum foram preservados em agua, imersdo em 6leo mineral
e tubo de ensaio. No primeiro, foi aplicado o método Castellani, onde discos de micélio de 5
mm foram armazenados em pequenos vidros contendo 5 mL de ADE. No segundo e terceiro,
os isolados foram repicados para tubos de ensaio contendo meio BDA. Apds o crescimento do
patdgeno sobre toda a superficie, apenas para a conservacdo em 6leo foram acrescentados 5
mL de 6leo mineral Nujol® esterilizado. Os tubos foram mantidos em temperatura de
aproximadamente 5°C, sob refrigeracéo.

Para o teste de patogenicidade foi aplicado o método da folha destacada, com
inoculacéo cruzada. Cada isolado foi inoculado separadamente em folhas de pinha e graviola,
ambas com e sem ferimento, num total de quatro tratamentos por isolado. A inoculacdo foi
feita através da deposicdo de quatro gotas (repeti¢des), equidistantes uma das outras, de 40 pL
de suspenséo de esporos (10° conidios/mL) sobre a superficie das folhas. Nas testemunhas foi
utilizada apenas agua destilada autoclavada ao invés da suspensao.

Posteriormente, cada folha foi acondicionada separadamente em caixas pléstica
transparente (gerbox) contendo papel filtro umedecido com 5 mL de &gua destilada
autoclavada. Para evitar contato com a superficie Umida, foram utilizados tampas ou fundos
de placas de Petri estéreis e o0s peciolos envoltos por um chumaco de algoddo embebido em
agua destilada autoclavada para manter o vigor. O experimento foi mantido em incubadora

BOD a 25 + 1 °C e fotoperiodo de 12 horas até a observacao dos sintomas.

3.2 Caracterizacao cultural

Neste experimento foram observados caracteristicas como a coloragcdo da col6nia, o
aspecto do micélio aéreo, a producdo de microesclerodios e a velocidade de crescimento das
col6nias dos isolados, quando cultivados em meio BDA.

De cada isolado, cultivado por sete dias, da borda da coldnia, foi retirado um disco
de meio BDA contendo o micélio. Estes foram transferidos individualmente para o centro de

novas placas de Petri contendo 20 mL de meio BDA. Avaliou-se diariamente por cinco dias,
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sob temperatura de 25 + 1 °C e fotoperiodo de 12 horas, o didmetro médio das col6nias
tomado no reverso das placas, através da mensuracdo, em dois sentidos, dos diametros
perpendiculares, com o auxilio de uma régua milimetrada. Ao final, foram observadas
também a coloracao das col6nias e a formacdo de microesclerodios.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro repeticdes
por tratamento, sendo a repeticdo constituida por uma placa de Petri. Os dados obtidos da
velocidade de crescimento micelial dos isolados foram submetidos a anélise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade, utilizando o
programa ASSISTAT v7.6 beta (2011) desenvolvido por Assis e Azevedo (2009).

3.3 Caracterizacao morfologica

A caracterizagdo morfoldgica baseou-se no tamanho e forma de 50 conidios e 50
apressorios de cada isolado, escolhidos aleatoriamente, que foram visualizados em laminas
com auxilio de microscopio optico, com aumento de 400x.

A producédo de esporos dos isolados foi obtida através do cultivo em meio BDA e
meio de Aveia (40g de aveia em flocos, 15g de agar, gsp.1000 mL de &gua) em temperatura
de 25 £ 1 °C por cerca de 10 dias e fooperiodo de 12 horas.

Para a formacdo de apressorios, uma gota (40 pL) de suspensdo de esporos foi
depositada sobre uma lamina de vidro estéril e acondicionada em placa de Petri forrada com
papel filtro estéril umedecido com ADE, formando uma camara Umida, e vedada com filme
de PVC. Ap6s cerca de 14 a 24 horas, a germinacdo foi interrompida com solucdo de
lactofenol com azul de algod&o e os apressorios foram entdo observados.

Os formatos de conidios e apressorios foram avaliados de acordo com chave de
identificacdo proposta por Sutton (1992). Ja as medidas das estruturas foram obtidas através
de imagens capturadas por camera digital (SAMSUNG SDC-415®) acoplada ao microscopio
optico (OLYMPUS BX41®) utilizando o software Motic Images Plus 2.0 para a analise. As
médias de comprimento, largura e relacdo comprimento/largura dos conidios foram analisadas
estatisticamente e individualmente, por delineamento inteiramente causualizado, consistindo
de 53 tratamentos (isolados) e 50 repeti¢cfes (medidas). Quanto aos apressorios, aplicou-se o
mesmo delineamento experimental, entretanto, foi apenas analisado o comprimento e a

largura destes.
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Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as medias comparadas pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o programa ASSISTAT versdo 7.6 beta (2011)

desenvolvido por Assis e Azevedo (2009).

3.4 Caracterizacao molecular

3.4.1 Extracdo de DNA

Para a producéo e crescimento de micélio, os isolados foram cultivados em frascos
Erlenmeyer contendo o meio Sacarose-Extrato de levedura-Asparagina (sacarose 10 g, L-
asparagina 2 ¢, extrato de levedura 2 g, KH2PO4 1 g, MgS04.7H20 0,1 g, ZnSO4.7H20
0,44 mg, FeClI3.6H20 0,48 mg, e MnCI2.H20 0,36 mg) (ZAUZA et al., 2007), por 5 dias, sob
temperatura de 25+1°C, sem agitacdo, e fotoperiodo de 12 horas.

Para a extracdo de DNA foi utilizado o protocolo de Ferreira & Grattapaglia (1998).
Para tanto, cerca de 0,15 g de micélio de cada isolado foram macerados individualmente com
nitrogénio liquido em almofariz de porcelana com auxilio de um pistilo. O p6 resultante foi
transferido para tubos de polipropileno com capacidade de 1,5 mL e entdo foram adicionados
2000 pL de tampdo de extracdo CTAB 4% (CTAB 4%, NaCl 1,4M, EDTA 20mM,Tris-HCI
100 mM, PVP 1%) aquecido a 65 °C, 4 uL de B-mercaptoetanol e 10 pL de proteinase K (20
mg/mL).

Os tubos foram incubados a 65° C por 30 minutos. Apds esse tempo, foram
acrescentados 600 pL de CIA (Cloroférmio:Alcool iso-amilico; 24:1) e entfo as amostras
foram agitadas vigorosamente em vortex por 5 minutos e entdo centrifugadas a 12000 rpm por
5 minutos, sendo a fase aquosa resultante, cerca de 400 uL, transferida para um novo tubo.
Acrescentou-se aproximadamente 40 uL de CTAB 10% aquecido a 65 °C. As amostras foram
colocadas em vortex por 5 minutos, centrifugadas a 12000 rpm por 5 minutos e a fase aquosa
resultante transferida novamente para um novo tubo.

Foram acrescentados 250 pL de isopropanol 100%. Misturou-se suavemente. Os
tubos foram centrifugados a 12000 rpm por 5 minutos e a fase aquosa foi descartada com
cuidado, restando apenas o pellet. Acrescentou-se 1000 pL de etanol 70%. Centrifugou-se a
12000 rpm por 5 minutos.

Por fim, foram acrescentados as amostras mais 1000 pL de etanol 100%,

centrifugados a 12000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante descartado com cuidado. Os tubos
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foram invertidos na posicdo vertical até a completa secagem dos pellets formado e
ressuspendidos em 50 pL de TE (Tris-EDTA; Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM) + RNAse, na

proporcéo de 1:49. O material foi armazenado sob temperatura de -20° C.

3.4.2 Amplificacdo do rDNA e purificacdo dos produtos da PCR

A técnica empregada para a amplificacdo do rDNA foi a PCR (Reagdo em Cadeia da
Polimerase). Foram utilizados o0s oligonucleotideos universais, IST4 (R: 5’
TCCTCCGCTTATTGATATGC 3°) ¢ ITS5 (F: 5' GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 3°),
conforme descritos por White e colaboradores (1990). As reacdes de PCR foram preparadas
com tampéo 10X, MgCl, 50 mM, dNTP’s 10 mM, 10 uM de cada oligonucleotideo, 1U de Tag DNA
Polimerase e 1uL. de DNA diluido (1:20). O volume final das reagdes foi ajustado para S0ul. com
agua Milli-Q. As condic¢des de termociclagem da PCR foram: desnaturacdo inicial a 95°C por 1
min, seguida de 35 ciclos formados por 94°C por 1 min, 60°C por 1 min e 30 seg, para anelamento
dos oligonucleotideos e extensdo a 72°C por 2 min.

Apo6s a amplificagdo, os produtos da PCR foram purificados utilizando-se o Kit Ilustra
GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare), conforme recomendacges do

fabricante.

3.4.3 Sequenciamento da regido ITS e analise filogenética dos isolados

Os produtos da amplificacdo com os oligonucleotideos ITS4 e 5 foram seqlienciados
nos dois sentidos com os mesmos iniciadores utilizados na amplificagdo. Os procedimentos
de seqlienciamento foram realizados pela empresa Macrogen Inc. (Coréia do Sul). Para a
reacdo de sequenciamento utilizou-se o Kit BigDye™ Terminator v3. O sequenciamento dos
fragmentos foi realizado mediante eletroforese capilar em sequenciador automatico ABI
3730x| DNA Analyzer, utilizando o polimero POP7.

As amostras foram purificadas usando illustra™ GFX ™ PCR DNA and Gel
Band Purification Kit (GE Healthcare) de acordo com protocolo fornecido pelo fabricante e

enviadas para segiienciamento na Macrogen Inc. Seoul Korea.
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Para a andlise filogenética os alinhamentos multiplos das sequéncias foram
realizados com o programa Clustal W (THOMPSON et al., 1994). Alinhamentos foram
ajustados manualmente para permitir o alinhamento maximo e similaridade maxima entre as
sequencias. Analises filogenéticas foram realizadas utilizando o programa MEGA 5
(TAMURA et al., 2011), pelo modelo Neighbor-Joining Tree pela anélise de bootstrap com
1000 repeticoes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Teste de patogenicidade

Qualitativamente, todos os isolados testados mostraram-se patogénicos as folhas
destacadas de pinha e graviola. Foram assim considerados, mesmo aqueles que se mostraram
patogénicos a pelo menos um, dos quatro tratamentos.

As lesdes iniciais, caracteristicas de antracnose, surgiram de 5-9 dias apds a
inoculagdo, com aumento da intensidade. O experimento foi mantido e observado até o 14°
dia. As folhas de pinha apresentaram os primeiros sintomas, mesmo em inoculagdes cruzadas.
Os ferimentos realizados na superficie foliar também facilitaram a entrada do patdgeno,

possibilitando o aparecimento mais rapido das lesdes (Figura 3).

Figura 3 — Folhas apresentando lesGes necroticas observadas no 14° dia. Folha de pinha
com ferimento (a) e sem ferimento (b), e folha de graviola com ferimento (c) e sem
ferimento (d).

Fonte: KAMEI, 2011.

4.2 Caracterizacao cultural

Apenas o isolado P7P apresentou microesclerddios, em pequena quantidade. O
micelio aéreo das col6nias variou de abundante a reduzido. A coloracdo das colénias mostrou-
se heterogénea (Figura 4), permitindo a formacdo de quatro grupos, denominados: A, B, C e
D. A velocidade de crescimento micelial, para a maior parte dos isolados, foi alta, com média

acima de 10,0 mm/dia. Os resultados foram agrupados na Tabela 2.
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Figura 4 — Aspecto das colbnias de Colletotrichum e seu reverso, observadas ao 5° dia, cultivadas
em meio BDA, sob temperatura de 25+1 °C e fotoperiodo de 12 horas. Isolados: GO9M (a), P1P (b),
G8M (c), P5P (d), P10P (e), P2U (f), GIM(g), G10U (h), G8U (i), G4P (j), P5U (k) e P4U ().

e S \ —

Fonte: KAMEI, 2011.
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O grupo A foi formado por dezesseis isolados (P1P, P5P, P6P, P7P, P12P, P13P,
P15P, G2M, G3M, G5M, G8M, G9M, G10M, G1liM, G12M e GI1P), representando
aproximadamente 30% do total. As col6nias apresentaram varias tonalidades de cinza, todos
com bordas brancas, e reverso variando de salmdo a levemente rosado ou cinza a cinza
rosado. Todas as coldnias apresentaram micélio aéreo, variando desde abundante a reduzido.
O isolado P7P apresentou pequena quantidade de microesclerodios. A taxa de crescimento
micelial variou de aproximadamente 10,4 a 16,0 mm/dia, com meédia geral de 13,4 mm/dia.
Estas caracteristicas sdo semelhantes as encontradas para Colletotrichum gloeosporioides
(SUTTON, 1992).

O grupo B foi constituido da maior parte dos isolados, com vinte e um representantes
(P2U, P6U, POU, P11U, P12U, P13U, P3P, P9P, P10P, P14P, G1IM, G4M, G6M, G7M, G1U,
G2U, G4U, G7U, G9U, G12U e G13U), o que significou 43% do total. A coloracdo das
colbnias apresentou diversas tonalidades de cinza, com bordas brancas, reverso verde escuro
ou cinza esverdeado. O micélio aéreo variou de abundante a reduzido. As médias de
crescimento do micélio variaram de cerca 9,6 a 14,5 mm/dia, com média geral de 12,6
mm/dia.

As tonalidades observadas nos grupos A e B, em relacdo a coloracdo, também séo
encontradas em colonias de C. gloeosporioides e C. fragariae crescidas em meio BDA, que
sdo muito parecidas e variam de branco a cinza, cinza oliva, até cinza escuro (SMITH &
BLACK, 1990; GUNNEL & GLUBER, 1992). As médias de velocidade de crescimento
observadas ainda nos grupos A e B, sdo semelhantes as médias relatadas para as duas
espécies. C. fragariae apresenta uma taxa um pouco menor (9,24 a 9,47 mm/dia)
(VILLANUEVA ARCE et al., 2005), enquanto C. gloeosporioides tanto apresenta valores
semelhantes, como também médias de crescimento acima de 10,0 mm/dia (TOZZE JUNIOR,
2007). Assim, estas caracteristicas ndo sdo consistentes na distincdo entre essas espécies.

O grupo C apresentou apenas quatro isolados (P11P, G8U, G10U, G3P),
representando cerca de 8%. A coloracdo variou de verde oliva a verde oliva alaranjado,
devido a presenca de massa de conidios que conferiu esse aspecto, com a cor do reverso
correspondente ao verso. Todas as col6nias apresentaram micélio aéreo reduzido. A
velocidade de crescimento micelial para G8U e G10U foi menor que 10,0 mm/dia, sendo de
9,1 e 8,7, respectivamente; e para P11P e G3P, o desenvolvimento foi mais rapido, com
valores de 13,3 e 14,4 mm/dia. A média geral da taxa de crescimento foi de 11,4 mm/dia.

O grupo D reuniu dez isolados (P1U, P4U, P5U, P7U, P8U, P10U, P15U, G3U, G6U

e G4P), o que correspondeu a aproximadamente 19%. A coloracdo das colbnias variou de
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branco a creme com reverso laranja ou salmdo a salméo esverdeado. Para todos os isolados, o
micélio aéreo foi moderado. Quanto a velocidade de crescimento, houve variacdo de
aproximadamente 9,4 a 11,4 mm/dia, obtendo média geral de 10,0 mm/dia.

As caracteristicas presentes dos grupos C e D ndo permitiram correlaciona-las a
nenhuma espécie de Colletotrichum descritas por Sutton (1992). A coloragéo das col6nias dos
isolados do grupo D foi semelhante a encontrada para C. boninense. No entanto, as médias de
crescimento micelial observadas foram muito superiores as dessa espécie, que variam de 5,2 a
6,1 mm/dia (MORIWAKI et al., 2003).

Embora alguns grupos apresentem similaridade com certas espécies de
Colletotrichum, ndo é confidvel afirmar sua identificacdo analisando apenas caracteres
culturais. Esta afirmacdo ja foi constatada por vérios autores (TOZZE JUNIOR, 2007;
ANDRADE et al., 2007; PEREIRA, 2009). As analises da coloracdo das col6nias sdo muito
subjetivas, podendo, portanto, ter interpretacdes distintas. Além disso, muitos fatores externos
podem afetar a estabilidade das colbnias e, consequentemente, o seu aspecto (MENEZES,
2002).



Tabela 2 — Dados das caracteristicas culturais dos isolados de Colletotrichum, referentes a velocidade de crescimento micelial (VCM), classificacdo quanto ao
grupo de coloracdo, coloracao das coldnias e aspecto do micélio aéreo.

(continua)
Isolado VCM mm/dia Grupo Coloracdo da col6nia Micélio aéreo
P1U 1,0 cedf D Creme, reverso salmao esverdeado Moderado
P2U 1,4 pqr B Cinza, bordas brancas, reverso, verde escuro Moderado
P4U 1,0 cedf D Creme, reverso laranja Moderado
P5U 1,0 defg D Creme, reverso laranja Moderado
P6U 1,2 jk B Cinza esverdeado, bordas brancas, reverso verde escuro Moderado
P7U 1,0 efg D Creme, reverso salméo esverdeado Moderado
P8U 1,0 fg D Branco, reverso salmao claro Moderado
POU 1,3 mno B Cinza, reverso verde escuro Moderado
P10U 1,1 h D Branco, reverso salmao Moderado
P11U 1,2 hi B Cinza, bordas brancas, reverso verde escuro Moderado
P12U 1,0 ced B Cinza, bordas brancas, reverso verde escuro Abundante
P13U 1,2 ijk B Cinza escuro, bordas brancas, reverso cinza esverdeado Reduzido
P15U 1,0 g D Creme, reverso salméo esverdeado Moderado
P1P 1,6 w A Cinza claro, bordas brancas, reverso levemente rosado Abundante
P3P 1,3 Im B Cinza, bordas brancas, reverso verde escuro Moderado
P5P 1,3 mn A Cinza escuro, bordas brancas, reverso cinza rosado Abundante
P6P 15 Y, A Cinza claro, bordas brancas, reverso cinza rosado Abundante
P7P 15 uv A Cinza claro, bordas brancas, reverso cinza rosado Abundante
POP 1,3 mn B Cinza, bordas brancas, reverso verde escuro Moderado
P10P 1,3 mno B Cinza, bordas brancas, reverso cinza esverdeado Abundante
P11P 1,3 mno C Verde oliva, bordas brancas, reverso verde oliva Reduzido
P12P 1,2 ijk A Cinza, bordas brancas, reverso cinza Reduzido
P13P 1,2 jk A Cinza, bordas brancas, reverso cinza Reduzido
P14pP 1,3 mn B Cinza esverdeado, bordas brancas, reverso esverdeado Moderado
P15P 1,2 hij A Cinza, bordas brancas, reverso cinza Reduzido
G1M 14 rstu B Cinza claro, bordas brancas, reverso esverdeado Moderado
G2M 1,4 par A Cinza, bordas brancas, reverso cinza Moderado
G3M 1,6 w A Cinza claro, bordas brancas, cinza Moderado

9¢



Tabela 2 — Dados das caracteristicas culturais dos isolados de Colletotrichum, referentes a velocidade de crescimento micelial (VCM), classificagdo quanto
ao grupo de coloragdo, coloracdo das coldnias e aspecto do micélio aéreo.

(concluséo)

Isolado VCM mm/dia Grupo Coloracdo da col6nia Micélio aéreo
G4M 1,2 ijk B Cinza, bordas brancas, reverso cinza Moderado
G5M 1,4 grs A Cinza claro, bordas brancas, reverso verde escuro Moderado
G6M 1,2 kl B Cinza escuro, bordas brancas, reverso cinza esverdeado Moderado
G7M 14 grst B Cinza, bordas brancas, reverso cinza Moderado
G8M 14 opq A Cinza, bordas brancas, reverso cinza escuro Moderado
GOM 1,2 Kl A Cinza, bordas brancas, reverso salmao Abundante
G1oOM 1,2 Kl A Cinza, bordas brancas, reverso cinza escuro Abundante
GiiMm 10 g A Cinza claro, bordas brancas, reverso levemente rosado Reduzido
Gl2M 1,2 hi A Cinza escuro, bordas brancas, reverso cinza escuro Moderado
G1lU 1,2 jk B Cinza escuro, bordas brancas, reverso cinza escuro esverdeado Moderado
G2U 1,2 ijk B Cinza escuro, bordas brancas, reverso verde escuro Abundante
G3U 0,9 bc D Creme, reverso verde escuro Moderado
G4U 15 tuv B Cinza, bordas brancas, reverso verde escuro Abundante
Go6U 1,0 bcd D Creme, reverso esverdeado Moderado
G7U 1,2 jk B Cinza escuro, bordas brancas, reverso verde escuro Reduzido
G8sU 0,9 ab C Verde oliva, bordas brancas, reverso verde oliva Reduzido
GoU 1,4 nop B Cinza, bordas brancas, reverso verde escuro Moderado
G1lou 0,9 a C Verde oliva, bordas brancas, reverso verde escuro Reduzido
Gl2uU 1,2 k B Cinza escuro, bordas brancas, reverso verde escuro Moderado
G13U 1,4 rstu B Cinza, bordas brancas, reverso verde escuro Moderado
G1P 14 stu A Cinza claro, bordas brancas, reverso cinza claro Moderado
G3P 0,9 ab C Verde oliva alaranjado, bordas brancas, reverso verde alaranjado Reduzido
G4P 1,0 g D Branco, reverso salmao Moderado
CcV 1,4

Médias arredondadas e seguidas por mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

LE
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4.3 Caracterizacdo morfoldgica

De acordo com as observacdes das formas mais freqlientes encontradas para 0s
conidios, houve prevaléncia do formato reto, cilindrico, com &pices arredondados; seguido de reto,
com constricdo; e por fim, reto, cilindrico, com &pices arredondados, sendo um mais estreito que o
outro (Tabela 3). No entanto, o segundo formato ndo prevaleceu sobre 0s outros quando
analisados por isolado, ao contrério da primeira e da ultima. Ressalta-se que todos os isolados
apresentaram as trés formas, mesmo com percentagens muito distintas. Alguns conidios apds
a germinacdo emitiram um ou dois tubos germinativos com apressérios, sendo esta
caracteristica comumente observada para o género Colletotrichum (MERCURE et al., 1994;
LINS et al., 2007). Quanto aos apressorios, a forma globosa ou ovoide esteve mais presente
que a irregular (Tabela 4). As diferencas encontradas nessas caracteristicas resultaram na

formacédo de trés grupos distintos: A, B e C (Figura 5).

Figura 5 — Aspectos morfoldgicos dos conidios de diferente isolados apresentado caracteristicas
semelhantes as espécies Colletotrichum gloeosporioides (a), C. fragariae (b) e C. boninense, em
menor e maior detalhe (c).

Fonte: KAMEI, 2011.

No grupo A, o maior deles, houve prevaléncia de conidios retos, cilindricos, com
apices arredondados para trinta e dois isolados (P2U, P6U, P9U, P11U, P12U, P1P, P3P, P5P,
P6P, P7P, POP, P12P, P13P, P14P, P15P, G1M, G2M, G3M, G4M, G5M, G6M, G7M, G8M,
G9M, G10M, G11M, G12M, GlU, G9U, G12U, G13U e GI1P) (Figura 5a). A maioria
mostrou alta predominancia desse formato, com média geral de 78% e amplitude de 54 a
92%. Esta caracteristica é tipica de Colletotrichum gloeosporioides (SUTTON, 1992). As
dimensdes médias foram de 13,0 x 5,2 um. As variagdes para 0 comprimento e largura foram
de 10,9-19,1 um e 4,3-8,8 um, respectivamente. A relacdo comprimento/largura, também
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usada na identificacdo de espécies do género, mostrou valores variando de 2,0 a 3,2, sendo a
média geral de 2,5. Os apressorios apresentaram-se em sua maioria como globoso ou ovéide e
tiveram média geral de 8,9 x 6,8 um, com variacdes de 7,1-12,0 um e 5,7-10,3 um,
respectivamente. As medidas encontradas novamente corroboram com as descritas por Sutton
(1992) para C. gloeosporioides, que apresenta conidios de 12,0-17,0 x 3,5-6,0 um; e
apressorios com valores de 6-20 x 4-12 pum.

O grupo B foi composto por quinze isolados (P1U, P4U, P5U, P7U, P8U, P10U,
P15U, P10P, P11P, G3U, G6U, G8U, G10U, G3P e G4P). Semelhante ao primeiro, este
grupo também apresentou maior incidéncia de conidios retos, cilindricos, com &pices
arredondados, que resultou em média geral de 76%, com minimo de 62% e maximo de 86%.
As médias para o comprimento dos conidios também foram semelhantes, com valor de 13,3
pum, variando de 12,0 a 14,0 um. No entanto, a largura para este grupo foi maior, com média
de 6,1 um, e amplitude de 5,4 a 6,8 um. Consequentemente foi constatado um valor menor
para a relacdo comprimento/largura, que obteve média de 2,2, variando de 1,8 a 2,6. Além
disso, outra caracteristica determinante na distin¢do destes isolados, foi que alguns conidios
apresentaram uma pequena cicatriz em sua base (Figura 5b). Essa protuberancia é semelhante
a encontrada para descri¢do de Colletotrichum boninense (MORIWAKI et al. 2003). Tozze
Junior (2007) também verificou conidios com caracteristicas semelhantes, referindo-se a
mesma espécie. Para o apressorio, o formato globoso foi altamente incidente, com
percentagens minima de 66% e maxima 100%. Suas medidas tiveram médias de 8,5 x 7,1 um,
variando de 7,5 a 9,6 um para o comprimento e 6,2 e 7,8 um para a largura. Todos os dados
foram semelhantes aos parametros morfométrico para a mesma espécie.

Para o grupo C, que apresentou apenas quatro isolados (P13U, G2U, G4U e G7U), o
formato predominante foi de conidios retos, cilindricos, com apices arredondados, sendo um
mais estreito que o outro (Figura 5c), que apresentou percentagens significativas, com média
de 72,3%, variando de 64 a 80% e foi determinante para distingui-lo dos demais. Esta
caracteristica & semelhante a relatada para Colletotrichum fragariae (SMITH & BLACK,
1990; GUNNEL & GUBLER, 1992; NIRENBERG et al., 2002). As dimens6es observadas
foram de 12,4 x 5,1 pum, variando de 12,1-12,8 um para o comprimento e 4,9-5,1 um para a
largura. A relagdo comprimento/largura obteve média de 2,5, variando de 2,4 a 2,7. O formato
globoso dos apressorios, tiveram alta predominancia, acima de 90%. Suas medidas foram de
7,9 X 6,2 um, com amplitude de 7,4-8,5 um e 5,9-6,6 um, respectivamente. Diante dos dados,

apenas o comprimento dos conidios mostrou-se menor, quando comparado com o ja relatado
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para esta espécie, que pode variar de 13,7 (SMITH & BLACK, 1990) a 17,3 pm (HOWARD
& ALBREGTS, 1984). Ja as dimensdes do apressorios foram similares as encontradas por

Villanueva-Arce e colaboradores (2005) para C. fragariae isolado de cherimoia, no México.



Tabela 3 — Médias de comprimento, largura, relacdo comprimento/largura e frequéncia de formatos de conidios dos isolados de pinha e graviola.

(continua)
Isolad Comprimento (um) Largura (um) Relacdo comprimento/largura (pm) Formato* (%)
201800 Viedia Amplitide _ Média Amplitide _ Média Amplitide 1 2 3
P1U 13,7 grstu 10,8-15,3 6,5 VWX 5,3-8,4 2,1 bcde 1,4-2.8 86 6 8
P2U 11,3 abcd 7,5-14,6 4,5 abcd 3,5-6,7 2,5 ijklmno 1,9-3,8 89 5 6
P4U 12,9 jkImnopqrs 10,5-15,7 5,8 nopqrst 4,6-7,8 2,3 bcdefghijk 1,8-3,1 76 12 12
P5U 13,7 qrstu 8,4-15,8 6,3 tuvwx 4,8-8,4 2,2 bcdefg 1,4-3,2 81 9 10
P6U 16,1 y 12,9-20,0 59 pgrstuv 3,7-9,6 2,8 opgr 1,5-4,3 86 8 6
P7U 13,3 mnopqrst 10,5-15,4 6,2 stuvwx 4,6-7,9 2,2 bcdef 1,5-3,0 79 9 12
P8U 14,0 stuv 8,1-15,9 6,1 stuvw 52-7,4 2,3 bcdefghijk 1,2-2,8 78 8 14
POU 15,7 Xy 12,2-21,2 5,2 fghijkimno 3,1-7,2 3,1 r 2,3-4,7 75 6 19
P10U 13,0 jkImnopqrst 10,6-15,9 6,0 grstuv 4,6-7,6 2,2 bcdefg 1,5-2,9 81 9 10
P11U 12,6 fghijklmnopq 10,1-15,3 53 fghijklmnop 3,7-7,4 2,5 fghijklm 1,4-4,1 86 12 2
P12U 13,1 kImnopqrst 9,9-17,3 49 abcdefghijk 3,4-7,5 2,7 mnopq 1,9-3,6 79 8 13
P13U 12,8 hijklmnopgr 9,5-17,3 4,9 abcdefghij 3,4-6,6 2,7 mnopq 1,8-4,1 32 64 4
P15U 12,5 efghijkimnop 10,1-14,4 6,1 stuvw 4,7-74 2,1 abc 1,6-2,7 82 16 2
P1P 15,2 WXy 12,2-17,1 6,5 UvVWX 5,0-7,8 2,4 cdefghijkl 1,8-2,9 71 6 23
P3P 12,6 fghijklmnopq 9,5-16,7 53 fghijklmnop 3,8-8,1 25 efghijkim 1,6-3,3 83 7 10
P5P 114 abcde 8,1-14,6 5,4 ghijklmnopqr 3,4-8,1 2,2 bcdefgh 1,7-3,4 76 5 19
P6P 12,7 ghijklmnopq 10,7-16,0 5,2 efghijklmno 3,7-8,3 25 hijklmn 1,5-3,3 78 4 18
P7P 11,7 abcdefg 8,5-14,9 4,5 abcde 3,3-5,9 2,6 kimno 1,8-3,4 80 4 16
PopP 13,1 kImnopqrst 10,0-16,2 54 hijkimnopgr 3,9-8,1 2,5 ghijkim 1,7-3,4 77 5 18
P10P 13,1 Imnopgrst 10,8-16,6 57 nopqrst 4,4-7,6 2,3 bcdefghijkl 1,5-3,3 7% 16 9
P11P 12,0 abcdefghijk 7,9-15,5 6,8 X 4,3-8,5 1,8 a 1,3-3,0 76 17 7
P12P 10,9 a 9,4-13,0 4,3 a 3,5-5,6 2,6 klmno 2,1-34 92 0 8
P13P 11,2 abc 9,8-11,8 5,0 bcdefghijkl 4,4-6,1 2,3 bcdefghijk 1,9-2,7 84 8 8
P14P 11,1 ab 8,1-12,1 4,7 abcdefgh 3,0-4,3 2,4 defghijkim 2,3-3,4 88 4 8
P15P 11,9 abcdefghij 9,2-13,7 5,3 fghijklmnopq 3,4-6,8 2,3 bcdefghijk 1,6-3,7 86 4 10
G1M 12,9 jkImnopqr 11,1-144 5,0 cdefghijklm 4,4-57 2,6 jkimno 2,2-3,2 73 22 5
G2M 11,7 abcdefgh 9,2-14,6 4,5 abc 3,6-6,4 2,7 Imnop 2,2-3,3 54 12 34
G3M 12,5 efghijklmnop 11,2-149 51 cdefghijklm 3,4-6,9 2,5 ghijklm 1,9-3,1 80 12 8
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Tabela 3 — Médias de comprimento, largura, relacdo comprimento/largura e frequéncia de formatos de conidios dos isolados de pinha e graviola.
(concluséo)

Isolado Comprimento (m) Largura (um) Relacdo comprimento/largura (um) Formato (%)
Meédia Amplitude  Média Amplitude Media Amplitude 1 2 3

G4M 12,4 defghijklmno  10,4-13,7 4,7 abcdefg 4,0-5,8 2,7 Imnop 2,0-3,3 72 16 12
G5M 12,1 bcdefghijkl 9,2-14,6 4,7 abcdefghi 3,7-6,1 2,6 jklmno 1,9-3,0 65 8 27
G6M 12,1 bcdefghijkl 8,1-15,3 5,4 jklmnopqgr 3,8-7,7 2,3 bcdefghijk 1,7-4,0 64 9 27
G7M 12,3 cdefghijklmn  10,5-13,6 4,7 abcdef 3,9-5,8 2,7 Imnop 1,9-34 86 4 10
G8M 13,5 opqrst 10,7-16,2 4,3 ab 3,1-5,2 3,2 S 2,2-4,7 62 4 34
GOM 14,7  uvwx 12,3-16,9 5,0 bcdefghijkl 3,9-6,7 3,0 qr 2,1-3,8 80 6 14
G10M 12,4 defghijkimno 9,7-15,7 5,2 defghijklmn 3,4-6,8 2,5 ghijklm 2,0-3,7 80 5 15
G11M 12,1 bcdefghijkl 9,2-159 5,7 nopgrst 4,3-7,2 2,1 bcd 1,4-2,9 86 8 6

G12M 11,3 abc 8,1-14,6 5,6 Imnopgrs 3,9-8,1 2,0 ab 1,6-2,9 92 5 3

G1lU 14,6 uvwx 11,1-17,7 6,7 wx 4,5-9,2 2,2 bcdefghi 1,6-2,9 79 7 14
G2U 12,3 cdefghijklmn  10,1-14,9 5,1 cdefghijkim 3,0-6,6 2,5 fghijkim 1,8-3,7 12 80 8

G3U 12,8 ghijklmnopgr  10,5-15,3 6,0 rstuvw 4,7-7,9 2,2 bcdef 1,5-3,2 80 8 12
G4uU 12,4 efghijklmnop  10,1-14,4 5,2 defghijklmn 3,0-6,6 2,4 efghijklm 1,8-3,7 27 71 2

G6U 13,3 nopgrst 8,7-15,8 5,8 opgrstu 4,6-8,1 2,3 bcdefghijkl 1,4-3,1 76 8 16
G7U 12,1 bcdefghijklm 8,4-16,6 5,0 abcdefghijk 3,6-6,4 2,5 ghijklm 1,8-4,3 20 74 6

G8U 13,6 pgrstu 9,9-17,3 5,4 ijklmnopqgr 3,9-7,7 2,6 jkimno 1,7-4,0 78 6 16
GoU 14,8 vwx 11,3-18,7 5,7 mnopqrst 4,8-8,3 2,7 mnopq 1,7-3,9 82 6 12
G10U 13,9 rstuv 8,1-15,8 6,0 rstuvw 51-7,5 2,3 bcdefghijk 1,3-2,8 62 36 2

G12u 14,1 tuvw 11,8-16,3 5,0 cdefghijklm 3,8-6,2 2,8 bcdef 2,2-4,0 68 10 22
G13U 11,5 abcdef 8,4-16,0 4,7 abcdef 3,1-6,3 2,5 ghijkim 1,7-3,7 73 11 16
G1P 13,2 Imnopgrst 11,5-15,4 45 abc 4,0-5,3 3,0 par 2,4-34 75 8 17
G3P 14,1 tuv 9,6-19,9 5,8 opgrstu 4,7-8,9 2,5 fghijkim 1,5-3,6 66 10 24
G4P 13,4 opqrst 8,7-15,8 6,2 stuvwx 4,6-8,3 2,2 bcdefgh 1,4-2,9 68 8 24
CVv 10,7 15,4 16,3

Médias arredondadas e seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade. *Formato (1): reto, cilindrico, com
apices arredondados; (2): reto, cilindrico, com &pices arredondados, sendo um mais estreito que o outro; (3): reto com constri¢éo.
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Tabela 4 — Médias de comprimento, largura e frequéncia de formatos de apressérios dos isolados de pinha e graviola.

(continua)
Isolado Comprimento (pum) Largura (um) Formato (%)
Média Amplitude Média Amplitude 1 2
P1U 9,1 Imnopgrst 7,7-11,8 7.4 nopq 6,2-8,8 91 9
P2U 8,3 bcdefghijkl 6,4-10,4 5,7 a 4,7-7,0 82 18
P4U 8,9 jklmnopqrs 6,1-11,8 7.5 opq 5,7-9,3 98 2
P5U 8,7 hijkimnop 6,8-10,8 7,1 ijklmnop 5,4-10,1 89 11
P6U 10,5 \Y; 7,4-13,9 6,8 ghijklmno 4,7-9,3 72 28
P7U 8,7 ijklmnopq 7,3-10,3 7,4 nopq 5,7-9,7 92 8
P8U 7.9 abcdefgh 6,8-9,7 6,5 bcdefghijk 5,2-10,1 96 4
PoU 10,4 uv 7,2-18,0 7,2 Imnopq 5,2-9,8 39 61
P10U 8,3 cdefghijklm 6,1-11,9 7.1 ijkimnop 5,2-9,7 92 8
P11U 9,6 rstu 7,5-14,4 7,5 opq 5,6-9,8 86 14
P12U 8,9 jklmnopqrs 7,1-11,3 6,6 cdefghijkl 51-12,1 82 18
P13U 7,5 abc 4,6-8,4 5,9 abc 4,8-7,0 100 0
P15U 7.5 abc 6,4-10,0 6,3 abcdefgh 5,4-7,8 93 7
P1P 8,2 bcdefghijkl 6,8-10,7 7,3 mnopq 6,3-9,0 82 18
P3P 8,5 fghijkimn 6,3-10,8 6,8 efghijklmn 4,5-8,0 75 25
P5P 9,7 stuv 7,4-12,7 6,5 bcdefghij 4,8-9,5 62 38
P6P 8,6 ghijklmno 6,7-10,8 6,3 abcdefgh 4,8-8,5 72 28
pP7P 8,1 bcdefghij 5,6-12,4 6,5 bcdefghij 5,3-9,4 93 7
POP 8,2 bcdefghijk 6,7-11,2 6,6 defghijkim 4,5-8,2 68 32
P10P 8,6 ghijklmnop 51-12,4 7,5 par 6,1-10,9 98 2
P11P 8,3 cdefghijklm 6,5-10,1 7,2 Imnopg 5,9-8,4 100 0
P12P 9,8 tuv 8,1-13,00 6,1 abcdefg 5,0-8,1 93 7
P13P 7.8 abcdefg 5,6-9,6 7.5 par 5,9-10,0 88 12
P14P 8,8 ijkimnopqr 6,2-14,3 6,3 abcdefgh 4,495 78 22
P15P 7.1 a 5,6-8,6 6,3 abcdefgh 4,5-7,6 85 15
G1M 7,7 abcdef 6,4-8,7 6,3 abcdefgh 5,3-7,2 68 32
G2M 9,5 pgrst 7,4-11,4 6,7 defghijklmn 4,2-8,9 73 27
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Tabela 4 — Médias de comprimento, largura e frequéncia de formatos de apressorios dos isolados de pinha e graviola.

(concluséo)

Isolado Comprimento (um) Largura (um) Formato(%)*
Média Amplitude Média Amplitude 1 2

G3M 8,0 bcdefghi 5,7-9,9 6,6 cdefghijkl 5,4-7,8 92 8
G4aM 9,1 KImnopgrst 7,3-12,2 6,2 abcdefgh 51-7,6 61 39
G5M 8,6 ghijklmnop 6,4-11,4 6,3 abcdefgh 4,1-8,8 78 22
G6M 8,4 defghijklmn 6,7-11,8 6,6 defghijklm 5,2-9,0 72 28
G7M 8,3 cdefghijklm 6,5-9,8 6,1 abcd 4,2-7.8 86 14
G8M 7.8 abcdefg 6,7-10,4 6,4 bcdefghi 5,4-7,6 88 12
GOM 8,0 bcdefghi 6,5-10,5 6,1 abcde 5,2-8,2 74 26
G10M 8,0 bcdefghi 6,1-9,9 6,7 defghijklmn 4,5-8,0 72 28
G11M 8,2 bcdefghij 6,0-11,2 8,2 r 5,7-11,6 89 11
Gi12M 7.7 abcde 6,6-9,3 6,2 abcdefg 5,2-7,4 93 7
GlU 9,8 tuv 8,0-5,0 6,9 hijkimnop 13,9-12,1 68 32

G2U 8,2 bcdefghijk 6,5-9,7 6,5 bcdefghij 5,2-8,4 100 0

G3U 8,9 jklmnopqrs 6,1-10,8 7,8 qr 6,5-9,8 66 34

G4U 7,4 ab 6,0-8,7 5,8 ab 4,8-6,7 96 4

G6U 8,7 hijkimnop 6,2-11,2 7,1 jklmnop 5,0-10,1 68 32

G7U 8,5 efghijklmn 6,4-10,9 6,6 cdefghijkl 5,2-8,4 98 2

G8suU 9,6 rstu 5,9-14,1 6,5 bcdefghij 4,7-9,4 72 28

GoU 9,9 tuv 8,1-14,1 75 pgr 6,1-10,2 68 32

G10U 7,6 abcd 6,3-9,6 6,2 abcdefg 5,2-7,5 74 26
Gl2u 9,3 nopqrst 6,2-13,0 7,3 nopq 5,4-10,8 72 28
G13U 8,8 ijkimnopqr 6,0-11,2 6,7 efghijkimn 5,3-9,5 64 36
G1P 9,4 opqrst 7,5-12,6 7,1 jkImnop 5,7-12,1 72 28

G3P 8,4 efghijklmn 6,5-10,3 7,2 klmnop 5,8-9,2 100 0

G4P 8,8 ijkimnopqr 7,1-10,8 7,3 mnopq 5,7-10,1 98 2

—Cv 124 12.5

Médias arredondadas e seguidas de mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade. *Formato (1): globoso ou ovdide, (2): irregular.

4%



45

4.4 Caracterizacdo molecular

O sequenciamento dos produtos amplificados com o par de primers universais ITS4 e
ITS5 resultou em fragmentos com uma média de 570 pares de bases (pb). Apds a edicdo e
alinhamento, as cinquenta e uma sequéncias dos isolados, quando comparadas com as do
banco de dados do GenBank, apresentaram alta similaridade, a partir de 99%, com as espécies
Colletotrichum gloeosporioides, C. boninense, C. fragariae e Glomerella magna (Tabela 5).
Todas as espécies foram encontradas infectando tanto a cultura da pinha, bem como da
graviola.

Uma &rvore filogenética foi construida a partir das sequéncias do rDNA (Figura 6).
Os isolados separam-se por similaridade genética em trés grupos distintos (G-I, Gll e G-IlI),
com os diferentes isolados de C. gloeosporioides C. fragarie, C. boninense e G. magna.

O G-I agrupou os isolados de C. gloeosporioides e C. fragarie, a maioria foi
identificada como C. gloeosporioides, num total de vinte e oito (P2U, P11U, P12U, P1P, P3P,
P5P, P6P, P7P, P9P, P10P, P12P, P13P, P14P, G1IM, G2M, G3M, G4M, G5M, G6M, G7M,
G8M, G9M, G11M, G12M, G1U, G9U, G13U e G1P). Este resultado foi dentro do esperado,
pois este patdgeno ja foi relatado varias vezes como sendo o causador de antracnose na
cultura da pinha e da graviola (SILVA & GARCIA, 1999; CORDEIRO et al., 2000;
CORREIA et al., 2011). Apenas cinco isolados (P13U, G2U, G4U, G7U e P15P) foram
identificados como C. fragariae. O patdgeno € frequentemente relacionado a cultura do
morango (SANHUEZA & CALEGARIO, 2006). Estudos sobre sua ocorréncia em outros
hospedeiros ainda é limitada. Recentemente, foi isolado de palmeira (MACKENZIE et al.,
2008) e ciclame (MACKENZIE et al., 2008; LIU et al., 2011). Anteriormente, C. fragariae
constituiu um subgrupo dentro de C. gloeosporioides. No entanto, trabalhos envolvendo
varios genes indicam e corroboram que esta espécie é distinguivel do agregado de C.
gloeosporioides, ndo sendo somente restrita ao morangueiro (MACKENZIE et al., 2007),
visto que Villanueva-Arce e colaboradores (2005) ja relataram seu isolamento de frutos de
cherimdia.

O G-Il agrupou os 14 isolados de C. boninense (P1U, P4U, P5U, P7U, P8U, P10U,
P15U, P11P, G3P, G3U, G6U, G8U, G10U e G4P), representando a segunda espéecie mais
frequente. C. boninense Moriwaki, Sato & Tsukib. 2003 é conhecido por causar machas
foliares ou como endofitico de varios géneros como: Carapa, Catostemma, Cattleya,Clivia,
Crinum, Cucumis, Cymbidium, Dendrobium, Dracaena, Eperua, Eucalyptus, Euonymus,

Goupia, Leucospermum, Manilkara, Mora, Passiflora, Protea e Prunus (HYDE et al., 2009).



46

A espécie é um complexo formado por grupos distintos em sua morfologia e genética, com
alguns sem teleomorfo conhecido (JOHNSTON et al., 2005), indicando que Vérias espécies
ainda néo descritas estejam incluidas em C. boninenese (DAMM et al., 2010). Sua ocorréncia
em anonaceas ainda nao foi relatada.

O G-Il agrupou quatro isolados (P6U, P9U, G12U e G10M), os quais estdo
relacionados filogeneticamente com a espécie G. magna. N&o existe nenhum relato dessa
espécie infectando anonéceas no Brasil. G. magna foi descrita pela primeira vez infectando
curcubitaceas nos Estados Unidos (JENKIN JR. & WINSTEAD, 1964). No Brasil, foi
relatada infectando mamoeiro no nordeste do Brasil (NASCIMENTO et al., 2010). Neste
estudo, ndo foi possivel separar G. magna de C. gloesoporioides com base nas carcteristicas
culturais e morfoldgicas. Contudo, baseando-se na sequécnica do rDNA, os resultados
demonstraram que sdo duas espécies distintas. Resultados semelhantes foram encontrados por
Du e colaboradores (2005) e Nascimento e colaboradores (2010), que também utilizaram as
sequencias de rDNA para separar as duas espécies.

Os resultados sugerem uma investigacdo no futuro, utilizando ainda o sequenciamento
de regides intronicas de outros genes, como a B-tubulina, Fator alfa-1 de elongacdo da
traducdo (EF), Actina e GPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) (MYLLYS et
al., 2002; GUERBER et al., 2003).
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Figura 6 — Filogenética construida com base em fragmentos de sequéncias de rDNA (ITS4 e ITS5),
utilizando 0 método deneighbor-joining. Uma analise de bootstrap foi feita com 1000 repeti¢es.
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G2U
G4U
E7U
P13U
P15P
Colletotrichum fragariae
o5 Colletotrichum fragariae{2)
— PEU
Colletotrichum boninense 4
E3arP
=3U
G4P
=8U
=BU
10U
ool P1U
P4U
FEU
FFU
F10U
FP11P
P15U
Colletotrichum boninense 3

PaU
FaU
G12U
Glomerella magna 2
= T@_{ Glomerella magna 4
Glomerella magna &
a8 (G10M
‘5r1 Glomerella magna
Glomerella magna 3
Fusarium sp.

&7
E4

0.02
Fonte: programa MEGA 5 (TAMURA et al., 2011).



Tabela 5 — Dados referentes a identidade molecular dos isolados de Colletotrichum quando comparadas suas sequencias com as do banco de dados do

Genbank.

(continua)
Isolado  Identidade Espécie N° de acesso Score Hospedeiro Origem
P2U 100% C. gloeosporioides HM989908.1 1009 Fructus Amomi China
P4U 100% C. boninense EU822805.1 935 Maytenus ilicifolia Brasil
P5U 100% C. boninense JN215365.1 1063 Abacate Meéxico
P6U 100% G. magna HM163183.1 1062 Maméo Brasil
P7U 99% C. boninense EU822802.1 1101 Maytenus ilicifolia Brasil
P8U 99% C. boninense EU822802.1 1101 Maytenus ilicifolia Brasil
POU 99% G. magna JQ936.113.1 1062 Maméo Brasil
P10U 100% C. boninense JN215365.1 1074 Abacate México
P11U 99% C. gloeosporioides AY266389.1 1047 Herbéacea Tailandia
P12U 100% C. gloeosporioides HM989908.1 1029 Fructus Amomi China
P13U 100% C. fragariae GU174546.1 1021 X Nova Zelandia
P15U 100% C. boninense JN215365.1 1063 Abacate México
P1P 100% C. gloeosporioides AY266389.1 1056 Herbécea Tailandia
P3P 100% C. gloeosporioides HM989909.1 1021 Fructus Amomi China
P5P 100% C. gloeosporioides HM989908.1 1029 Fructus Amomi China
P6P 100% C. gloeosporioides AY266389.1 1023 Herbacea Tailandia
P7P 100% C. gloeosporioides AY266389.1 1016 Herbécea Tailandia
P8P 99% C. gloeosporioides AJ301979.1 881 X Alemanha
PI9P 100% C. gloeosporioides HM989908.1 901 Fructus Amomi China
P10P 100% C. boninense JN215365.1 1059 Abacate Meéxico
P11P 99% C. boninense JN215365.1 1056 Abacate México
P12P 99% C. gloeosporioides HM575258.1 1041 Citros China
P13P 100% C. gloeosporioides FJ224109.1 901 Cremastra appendiculata China
P14P 99% C. gloeosporioides HM146134.1 1032 Citros China
P15P 100% C. gloeosporioides AY266389.1 1023 Herbacea Tailandia
G1M 100% C. gloeosporioides HM575266.1 1053 Citros China
G2M 100% C. gloeosporioides HM575266.1 1055 Citros China
G3M 100%  C. gloeosporioides HM575266.1 1079 Citros China
G4M 100%  C. gloeosporioides EU734577.1 1046 Graviola Colémbia
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/302651849?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CKHTWJ0D01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/194245667?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=CKVPU4HV016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/342358729?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CKMX7FNB01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/194245664?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=CKW5AC87016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/194245664?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=CKW5AC87016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/342358729?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CKMX7FNB01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/31789252?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CKHZPF8U01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/302651849?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CKHTWJ0D01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/273542625?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CKMMAF1B01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/342358729?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CKMX7FNB01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/31789252?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CKH9CU5M016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/302651850?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CKNTFU7Z012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/302651849?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CKHTWJ0D01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/31789252?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CKHZPF8U01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/31789252?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CKH9CU5M016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/17426680?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=CKP1W32801S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/302651849?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CKHTWJ0D01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/342358729?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CKMX7FNB01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/342358729?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CKMX7FNB01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/307603169?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=CKPJJTJ801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238695572?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=CKJE1KFK016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/31789252?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CKHZPF8U01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/307603177?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CJPX7GT3016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/307603177?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CJR4UAVH013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/307603177?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CJR7WR4E012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/189038700?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=CJRAVBUH013

Tabela 5 — Dados referentes a identidade molecular dos isolados de Colletorichum quando comparadas suas sequencias com as do banco de dados do

Genbank.

(concluséo)
Isolado Identidade Espécie N° de acesso Score Hospedeiro Origem
G5M 99% C. gloeosporioides JF441191.1 1038 Rhodomyrtus tomentosa Tailandia
G6M 100% C. gloeosporioides HM575266.1 1057 Citros China
G7M 100% C. gloeosporioides HM575266.1 1046 Citros China
G8M 100% C. gloeosporioides HM575266.1 1051 Citros China
G9M 99% C. gloeosporioides JN207312.1 1020 Endofitico de pastagens Venezuela
G10M 100% Glomerella magna HM163196.1 1050 Mamao Brasil
G11M 99% C. gloeosporioides AY266389.1 1025 Herbécea Tailandia
Gl2M 99% C. gloeosporioides AY266391.1 1021 Herbéacea Tailandia
GlU 100% C. gloeosporioides AY266389.1 1023 Herbacea Tailandia
G2U 100% C. fragariae GU174546.1 1032 X Nova Zelandia
G3U 100% C. boninense JN215365.1 1063 Abacate Mexico
G4uU 100% C. fragariae GU174546.1 1025 X Nova Zelandia
G6U 100% C. boninense JN215365.1 1063 Abacate Mexico
G7U 100% C. fragariae GU174546.1 1021 X Nova Zelandia
G8uU 100% C. boninense JN215365.1 1065 Abacate Mexico
GouU 100% C. gloeosporioides HM575223.1 1021 Citros China
G10U 100% C. boninense JN215365.1 1054 Abacate Mexico
G1l2u 100% G. magna HM163183.1 1057 Mamao Brasil
G13U 100% C. gloeosporioides HM575266.1 1052 Citros China
G1P 100% C. gloeosporioides AY266389.1 1048 Herbéacea Tailandia
G2P 100% C. gloeosporioides HM989908.1 1041 Fructus Amomi China
G3P 100% C. boninense JN215365.1 1049 Abacate México
G4P 100% C. boninense JN215365.1 1059 Abacate México
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/345843190?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=CJRFAW9J012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/307603177?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CJRKKD1P013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/307603177?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CJRP0YEP01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/307603177?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CJPS9KCC012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/346654913?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CKCNT8NU012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/31789252?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CKGRD5FK016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/31789254?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=CKGX5P1601N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/31789252?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CKGRD5FK016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/273542625?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CKM71M4M01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/342358729?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CKMX7FNB01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/273542625?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CKMDDJSR01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/342358729?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CKMX7FNB01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/273542625?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CKMGUHY301S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/342358729?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CKMS6FNA01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/307603134?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CKD63EYZ01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/342358729?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CKMS6FNA01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/307603177?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CJPS9KCC012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/31789252?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CJR0K5YB01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/302651849?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CKNJWGAM012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/342358729?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CKMS6FNA01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/342358729?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CKMX7FNB01S
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4.5 Distribuicéo, frequéncia e consideracdes dos resultados sobre Colletotrichum spp. na

populacéo de pinha e graviola

Os vinte e oito isolados, 0 que correspondeu a 54,9% da populacdo, foram
geneticamenteidentificados como C. gloeosporioides foram encontrados em todos os
municipios amostrados, com mesma incidéncia em folhas de pinha e graviola. Destaca-se
também que no municipio de Maceid, numa area de plantacdo de gravioleira, todos os
isolados foram identificados exclusivamente como sendo desta espéecie. As sequencias obtidas
da regido do rDNA corroboraram com a caracterizacdo dos isolados em relacdo a morfologia
dos conidios e apressérios. A coloracdo das coldnias e a velocidade de crescimento micelial,
no entanto, nao foi suficiente para sua correta identificacdo, visto que a espécie C. fragariae
apresenta caracteristicas que se sobrepbe as desta espécie (SMITH & BLACK, 1990;
GUNNEL & GLUBER, 1992; VILLANUEVA ARCE et al., 2005).

Os quatorze isolados de C. boninense, representando cerca de 27,45% do total,
ocorreram apenas nos municipios de Palmeira dos Indios e Unifo dos Palmares, sendo nove
isolados de pinha e seis de graviola. Apesar desta espécie ainda ndo ter sido relatada em
anonaceas, a morfologia dos conidios, referindo-se especialmente a pequena cicatriz em sua
base e largura, foram muito Uteis para distingui-la de C. gloeosporioides (MORIWAKI et al.
2003; TOZZE JUNIOR, 2007). Os apressorios também ratificaram a espécie. Apesar da
coloracdo das colbnias ter se mostrado dentro dos parametros ja relatados, a velocidade de
crescimento micelial ndo pbde ser considerada confidvel, ja que foi muito maior que a taxa
descrita por Moriwaki e colaboradores (2003).

Cinco isolados, representando aproximadamente 9,8%, tiveram suas sequencias
moleculares similares a C. fragariae. Estes patdgenos foram encontrados apenas no municipio
de Unido dos Palmares, tanto em gravioleira e pinheira, correspondendo a 7,5% da populacéo.
As analises morfoldgicas dos conidios e apressorios foram Uteis na identificacdo, com
excecdo do comprimento dos conidios que foi menor que os diferentes valores ja relatados por
Smith & Black (1990), Howard & Albregts (1984) e Villanueva-Arce (2005), indicando que o
valor encontrado pode ser mais uma variacdo. Quanto a coloracdo das col6nias e velocidade
de crescimento, estes ndo puderam ser considerados parametros para a determinacdo da
espéecie, pois caracteristicas semelhantes também podem ser encontradas em C.

gloeosporioides, como ja aqui descrito.
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Quatro isolados de Glomerella magna, representando 7,8% do total de isolados, dos
quais, G12U e G10M foram coletados nos municipios de Unido dos Palmares e Maceid,
respectivamente, infectando graviola e os isolados P6U e P9U sdo provenientes de Unido dos
Palmares, infectando pinha.

No Brasil, apenas a espécie C. gloeosporioides € considerada o Unico agente
etiologico da antracnose em pinheira e gravioleira. No entanto, a associa¢do de espécies de
Colletotrichum em uma mesma cultura ja foi muitas vezes provada (FREEMAN et al., 1998),
especialmente de C. gloeosporioides e C. acutatum, em goiaba (PERES et al., 1998), uva
(KUMMUANG et al., 1996), maca (SHI et al., 1996), abacate e mamao (SIMMONDS, 1965),
péssego e noz pecd (BERSTEIN et al., 1995), etc. Ainda, Colletotrichum gloeosporioides, C.
boninense e C. capsici em maracuja (TARNOWSKI & PLOETZ, 2010); C. gloeosporioides,
C. acutatum e C. fragariae em morango (HOWARD et al., 1992; SANHUEZA &
CALEGARIO, 2006); além de ocorréncias também em curcubiticeas, pimenta e tomate
(FREEMAN et al., 1998). Enquanto que a espécie G. magna, at¢ o momento havia sido
relatada apenas na cultura do mamoeiro (NASCIMENTO et al., 2010).

Esta associacdo de espécies de Colletotrichum foi também comprovada mais
recentemente em algumas anonéceas. Na Colémbia, a identificacdo de C. acutatum, como
também um dos responsaveis pela doenca na gravioleira, foi possivel através do uso de
primers especificos, além de relatar a possibilidade da associacdo de outras espécies de
Colletotrichum, quando aplicados testes para verificar variabilidade genética (ALVAREZ et
al., 2004). Ja4 no México, C. fragariae e C. orbiculare também foram encontrados em frutos
de cheriméia (VILLANUEVA-ARCE et al., 2005; 2008).
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5 CONCLUSAO

De acordo com as caracteristicas culturais e morfoldgicas, associadas a identificacéo
molecular, hd pelo menos quatro espécies responsaveis por causar antracnose em pinha e
graviola no Estado de Alagoas: Colletotrichum gloeosporioides, C. boninense, C. fragariae e
Glomerella magna.

Colletotrichum gloeosporioides é a espécie de maior ocorréncia, associada a
antracnose da pinheira e gravioleira nos municipios de Palmeira dos indios, Unifo dos
Palmares e Maceio.

As caracteristicas culturais ndo foram suficientemente confiaveis para a identificacao
de Colletotrichum spp.

Este é o primeiro relato no Brasil de ocorréncia de C. boninense ,C. fragariae e G.

magna nessas culturas.
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