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RESUMO - A antracnose causada por espécies do género Colletotrichum, é uma importante
doenca das anonaceas, tornando-se um dos fatores limitantes a producdo devido ao ataque severo
nas folhas, frutos, flores e peciolos. No Brasil, apenas Colletotrichum gloeosporioides foi
relatado como agente etiologico associado a antracnose em anonaceas. O objetivo desse trabalho
foi identificar por meio da caracterizacdo molecular e morfocultural o agente causal da
antracnose em anonaceas. Isolados de Colletotrichum, obtidos de folhas apresentado sintomas
tipicos da doenga, foram coletados nos municipios de Maragogi e Estrela de Alagoas, Estado de
Alagoas. A caracterizagdo molecular foi realizada com os genes gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH), actin (ACT), B-tubulin (TUB 2), calmodulin (CAL), chitin synthase
(CHS-1), manganese-superoxido dismutase (SOD) e regido rDNA internal transcribed spacer
(ITS). A caracterizacdo morfoldgica foi realizada atraves de medicdes de conidios e apressorios.
Com a analise da sequencia multilocus, juntamente com as caracteristicas morfoculturais e teste
de patogenicidade foi possivel comprovar que C. fructicola é responsavel por causar antracnose
em anonaceas no estado de Alagoas.
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INTRODUCAO

As anonéceas sdo dicotileddneas pertencentes a Familia Annonaceae, que engloba um
grupo de frutiferas de importancia econdémica no Brasil e em varias regides do mundo. 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 condicGes climéaticas bastante favoraveis. As
principais espécies cultivadas sdo Annona squamosa e Annona muricata, naturais de clima
tropical, mais encontradas nos Estados da Bahia, Pernambuco, Rio Grande do Norte e Alagoas
(RIBEIRO et al., 2007).

As anonaceas estdo sujeitas a varias doencas, sendo a antracnose aquela que causa 0s

maiores prejuizos, tendo com agente causal espécies do género Colletotrichum. O fungo incide
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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 (JUNQUEIRA, JUNQUEIRA, 2014).

O género Colletotrichum apresenta uma ampla distribuicdo geografica, em ambientes
quentes e Umidos dos trépicos, causando danos em diversas culturas. Os sintomas de antracnose
em anonaceas sao caracterizados, nas folhas, por manchas de coloracdo pardo-escura ou preta,
com o centro mais claro, de contorno irregular, distribuidas por todo o limbo foliar. As folhas
ficam deformadas e, em ataques mais severos, ocorre desfolnamento (JUNQUEIRA,
JUNQUEIRA, 2014).

Diversas espécies de fungos sé@o identificadas com base em caracteres morfologicos e
culturais, para as espécies de Colletotrichum. Essa metodologia dificulta a identificagéo devido a
grande diversidade fenotipica em funcdo das condi¢cdes do ambiente (CAI et al., 2009). A regido
ITS (Internal Transcribed Spacer) do 5.85 rDNA é amplamente sequenciada em estudos
filogenéticos do género Colletotrichum. No entanto, atualmente ja sdo conhecidas as limitacdes
do gene ITS para identificacdo de algumas espécies, e o desenvolvimento e uso de genes mais
informativos tornou-se cada vez mais necessario (MILLS et al., 1992).

O objetivo do trabalho foi caracterizar através de técnicas moleculares e morfoculturais

espécies de Colletotrichum associadas a antracnose em Annona sp. no estado de Alagoas.
MATERIAL E METODOS

Em 2012, folhas de Annona squamosa L. e Annona muricata L. exibindo sintomas de
manchas foliares foram coletadas em plantios comerciais nos municipios de Maragogi e Estrela
de Alagoas, Estado de Alagoas, Brasil. No laboratério procedeu-se a desinfestacdo, isolamento e
obtencdo das culturas monospdricas para 0s estudos de caracterizacdo molecular, cultural,
morfolégica e teste de patogenicidade. Os isolados foram inicialmente identificados
morfologicamente como pertencendo ao género Colletotrichum (SUTTON, 1980).

O teste de patogenicidade foi realizado em folhas assintomaticas obtidas de plantas de
pinheira (var. Crioula) e gravioleira (var. Morada) inoculados conforme protocolo descrito por

Yang et al., 2014. O DNA foi obtido usando o protocolo Doyle & Doyle (1987) e posteriormente,
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amplificado com os genes gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), actin (ACT), B-

tubulin (TUB 2), calmodulin (CAL), chitin synthase (CHS-1), manganese-superoxido dismutase
(SOD) e regides rDNA internal transcribed spacer (ITS).

As sequéncias foram inicialmente alinhadas com o software MUSCLE (EDGAR, 2004),
disponivel no pacote computacional MEGA 6 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis)
(TAMURA et al., 2011) e, posteriormente, construida uma &rvore filogenética concatenada para
analises de Inferéncia Bayesiana (Bl). A arvore foi visualizada no software FigTreev. 1.4

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) e Inkscape (https://inkscape.org/pt/). A espécies C.
boninense CBS123755 foi utilizada como grupo externo (outgroup).

Foi observada taxa de crescimento micelial, morfologia da colénia, caracterizagdo de
conidios e apressorios para a espécie fungica identificada. A caracterizacdo cultural dos isolados
foi realizada medindo o didmetro das coldnias (cm) no reverso das placas, atraves da mensuragéo,
em dois sentidos perpendiculares, com o auxilio de uma régua, sob temperatura de 25 + 1 °C e
fotoperiodo de 12 horas e aos sete dias foi observado a morfologia das colénias.

Para avaliacdo da morfologia das estruturas reprodutivas do patdgeno, prepararam-se
laminas semipermanentes. As medicdes foram obtidas por meio de imagens capturadas por
camera digital (Olympus® 1X2-SLP) acoplada ao microscépio 6ptico (OLYMPUS® CKX 41%)
utilizando o software CellSens Standard — Olympus 2010. Foram realizadas 50 medicGes para

cada estrutura.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Os isolados de Colletotrichum foram patogénicos apds cinco dias, observaram-se lesfes
em 100% das folhas inoculadas. Para cumprirem os postulados de Koch, o patégeno foi reisolado
e nao foram observados sintomas de doenca nas folhas controle. A analise filogenética de
Inferencia bayseana dos isolados (NUmeros de Acesso KX013517 a KX013530) usando 0s genes
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), actin (ACT), B-tubulin (TUB 2), calmodulin
(CAL), chitinsynthase (CHS-1), manganese-superoxido dismutase (SOD) e regido rDNA internal
transcribed spacer (ITS) juntamente com sequencias adicionais do Genbank colocaram 0s
isolados de Colletotrichum aqui relatados em um mesmo clado com outras espécies de C.

fructicola (Figura 1).
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Atualmente C. fructicola esti associado a diversas culturas de interesse agricola. No

Brasil, existem relatos da ocorréncia dessa espécie em macieira (WEIR, JOHNSTON, DAMM,
2012), frutos de goiaba (Psidium guajava L.) (BRAGANCA, 2013) e em frutos e folhas de
mangueira (Mangifera indica L.) (LIMA et al., 2013; VIEIRA et al., 2014).

Figura 1: Arvore filogenética de Inferéncia Bayseana com isolados de Colletotrichum fructicola,
usando a sequéncia da combinacdo parcial de dados dos genes GAPDH, ACT, TUB 2, CAL,
CHS-1, SOD e regido rDNA internal transcribed spacer (ITS). Colletotrichum boninense foi
usado como outgroup.
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Colletotrichum grevilleae CBS132879*
Colletotrichum theobromicola ICMP 17957*
]] Colletotrichum theobromicola CBS 142.31

Colletotrichum theobromicola ICMP 18649*
Colletotrichum theobromicola ICMP 18566
'Colletotrichum theobromicola ICMP 18565
Colletotrichum alatae CBS 304.67%
'Colletotrichum alatae ICMP 18122
Colletotrichum gloeosporioides IMI356878%
—— Colletotrichum endophytica MFLUCC 100676

Colletotrichum proteae CBS132882*
Colletotrichum proteae CBS134301
087 Colletotrichum asianum CBS 130418*
'Colletotrichum asianum IMI 313839
Colletotrichum salsolae ICMP 19051*

" IE Colletotrichum queenslandicum ICMP 18705
N L Colletotrichum queenslandicum ICMP 1778*
Colletotrichum aeschynomenes ICMP 17673 %
%38 Colletotrichum tropicale CBS 124949%
Colletotrichum tropicale ICMP 18672
Colletotrichum siamense ICMP 18578
*Colletotrichum siamense CBS 125378*

Colletotrichum viniferum GZAAS 5.08608
' Colletotrichum viniferum GZAAS 5.08601*

Colletotrichum musae CBS116870%

' Colletotrichum musae IMI 52264
Colletotrichum aenigma ICMP 18608*
]U&l!etofrichum aenigma ICMP 18686

Colletotrichum hebeiense JZB330028

Colletotrichum alienum IMI 313842
'Colletotrichum alienum ICMP 12071%*
Colletotrichum nupharicola CBS 469.96
'Colletotrichum nupharicola CBS 470.96*

" Colletotrichum fructicola CBS130416*
I Colletotrichum fructicola CBS 238.49
| COUFAL 1111

COUFAL 7777
Colletotrichum boninense CBS123755*

0.96-|

—

0,94

0.02

As caracteristicas morfoldgicas obtidas em batata-dextrose-agar (BDA) para ambos 0s
isolados foram depositados na Colecdo de Culturas De Fungos Fitopatogénicos da Universidade
Federal de Alagoas (cédigos COUFAL1111 E COUFAL7777), apresentaram conidios

cilindricos, assépticos, hialinas, arredondados em ambas as extremidades apresentando (10.5 a
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22.5 um) comprimento e (3 a 6.5 pum) largura. Os apressorios eram globosos, clavados,

irregulares, as médias de comprimento e largura foram de 7.43-5.85um, respectivamente. As
colonias em meio BDA eram cinza-claro com bordas esbranquicadas apresentaram taxa de
crescimento de 9,0 mm/dia. O lado inferior da colonia era uniformemente cinza apresentando
setores em direcdo as bordas. As caracteristicas culturais observadas nos isolados de
Colletotrichum provenientes de pinheira e gravioleira assemelham-se as encontradas por varios
autores como Sutton (1992); Damm et al. (2012) e Weir, et al. (2012) que descrevem as col6nias
do género Colletotrichum como sendo bastante varidveis.

Prihastuti et al. (2009), caracterizaram os conidios de C. fructicola em frutos de café na
Tailandia como, cilindrico, ligeiramente arredondados e hialinos medindo (9.7-14 x 3-4.3um) e
0sS apressorios como ovoides e clavados medindo (4.7-8.3 x 3.5-5um). Yang et al. (2009) tambem
observaram apressorios clavados e ovoides em isolados de C. fructicola a partir de lesdes em
espécies da familia Amaryllidaceae. O formato dos conidios e apressorios sd@o de grande
importancia na identificacdo das espécies, mas ndo deve ser considerado o Unico parametro, uma
vez que o patogeno pode sofrer influéncias do ambiente, apresentando alteracdes na estabilidade
das caracteristicas, sendo necessario a utilizagdo conjunta de outros métodos para um melhor
esclarecimento (MENEZES, 2006; CAl et al., 2009).

CONCLUSAO

Esta é o primeiro relato de Colletotrichum fructicola causando antracnose em folhas de

Annona spp. no Brasil.
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Hospedeiro (nome cientifico e vulgar): Annona muricata; graviola e Annona squamosa; pinha
Patdgeno (nome cientifico): Colletotrichum fructicola
Area:

() etiologia () epidemiologia () controle quimico () controle biologico () patologia de sementes
() manejo integrado ( x ) biologia molecular ( ) resisténcia outro: especificar
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