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RESUMO

A antracnose, causada por espécies de Colletotrichum, ocorre em varias
frutiferas de clima tropical e temperado. No Brasil é a principal doenca das
anonéaceas. Neste estudo foi avaliada a diversidade de espécies de Colletotrichum
em associacdo com espécies de Annona por meio de andlise filogenética
multigénica, avaliagdo de caracteres morfologicos e da cultura e teste de
patogenicidade. 84 isolados foram obtidos de frutos, flores e folhas apresentando
antracnose, e de frutos mumificados de espécies comerciais e nativas coletados
em plantios comerciais e em pomares domésticos. Sequéncias parciais do gene
GAPDH de 31 isolados de Colletotrichum foram analisadas pelo método de
Maéaxima Parciménia (MP). Baseados nos agrupamentos gerados e na origem
geogréafica foi selecionado um subgrupo de quatorze isolados para serem
analisadas as sequéncias parciais dos genes ACT e TUB2, bem como para a
analise combinada das trés regifes génicas realizada pelo método de Inferéncia
Bayesiana e MP. Os mesmos quatorze isolados também foram caracterizados com
base na morfologia dos conidios e apressoérios, taxa de crescimento micelial
(TCM), cor da colbnia e utilizados em testes de patogenicidade em mudas de
pinha. Foram identificadas cinco espécies: C. fructicola, C. theobromicola, C.
gloeosporioides stricto sensu no complexo ‘gloeosporioides’; C. nymphaeae no
complexo ‘acutatum’; e C. karstii no complexo ‘boninense”. Outros cinco
isolados ndo foram filogeneticamente resolvidos. Este é o primeiro relato de C.
fructicola, C. nymphaeae e C. karstii em anonéaceas no Brasil. Os caracteres
morfoldgicos ndo foram informativos o suficiente para separacdo de complexos e
de espécies. Todos os quatorze isolados de Colletotrichum avaliados foram
patogénicos a Annona squamosa, causando sintomas tipicos de antracnose nas
folhas. A correta identificacdo dessas espécies sera Gtil em estudos
epidemioldgicos e em programas de melhoramento, contribuindo desta forma no
manejo correto e eficiente da doenga, minimizando as perdas provocadas pelo
patdgeno na pré e pds-colheita.

Palavras-chave: Annonaceae. Antracnose. Filogenia molecular. Doenga de
planta.



ABSTRACT

Anthracnose, caused by Colletotrichum species, occurs in various fruit of
tropical and temperate. In Brazil is the main disease of Annonaceae. We evaluated
the diversity of species of Colletotrichum in association with species of Annona
through multigene phylogenetic analysis, evaluation of morphological characters
and culture and pathogenicity test. 84 isolates were obtained from fruits, flowers
and leaves showing anthracnose, and mummified fruits of commercial and native
species collected in commercial plantations and orchards. Partial sequences of the
GAPDH gene of 31 isolates of Colletotrichum were analyzed by the Maximum
Parsimony method (MP). Based on the generated clusters and geographical origin
was selected a subset of fourteen isolates are analyzed for the partial sequences of
ACT and TUB2 genes as well as for the combined analysis of the three gene
regions performed by Bayesian inference method and MP. The same fourteen
isolates were also characterized based on morphology of conidia and appressoria,
myecelial growth rate (TCM), colony color and used in pathogenicity tests in
sweetsop seedlings. Five species were identified: C. fructicola, C. theobromicola,
C. gloeosporioides stricto sensu in the complex ‘gloeosporioides’; C. nymphaeae
in the complex ‘acutatum’; and C. karstii in the complex ‘boninense’. Other five
isolates couldn’t be resolved phylogenetically. This is the first report of C.
fructicola, C. nymphaeae and C. karstii in Annonaceae in Brazil. The
morphological characters were not informative enough for separating complex
and species. All fourteen Colletotrichum evaluated were pathogenic to Annona
squamosa, causing typical symptoms of anthracnose on the leaves. The correct
identification of these species will be useful in epidemiological studies and in
breeding programs, thus contributing to the correct and efficient management of
the disease, minimizing the losses caused by the pathogen in the pre and post-
harvest.

Keywords: Annonaceae. Anthracnose. Molecular phylogeny. Plant disease.
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1 INTRODUCAO

O género Annona é considerado o mais importante da familia
Annonaceae, por constituir espécies frutiferas de importancia econémica a
nivel mundial. A pinha (Annona squamosa), graviola (Annona muricata),
cheriméia (Annona cherimola) e a atemdia (Annona squamosa X Annona
cherimola) sdo as que se destacam por apresentarem potencial para consumo
in natura e na forma processada. O interesse neste grupo de plantas é ainda
maior quando se leva em consideracdo que compostos secundarios
encontrados em varias anonaceas possuem atividade pesticida e antitumoral
(S&o Joseé et al., 2014; Lemos, 2014).

Um dos grandes problemas fitossanitarios que vem causando perdas
nestas culturas esta sendo associados a antracnose. Esta doenga é considerada
a mais importante na pinha, graviola e atemdia no Brasil por causar danos em
pré e pos colheita, inviabilizando a comercializagdo e o consumo. Os sintomas
séo observados em folhas, ramos, flores e frutos, tanto na sua fase inicial de
desenvolvimento quanto em estadio mais avancado. Nas folhas sdo
observadas manchas de cor preta de contorno irregular com centro
esbranquigado, podendo ocorrer 0 seu coalescimento e queda posterior. Em
flores é observado o escurecimento das pétalas levando ao seu aborto. Nos
frutos jovens a superficie fica escura e culmina com a mumificagdo e em frutos
perto do amadurecimento causa podriddo escura de rapida evolucdo
(Junqueira & Junqueira, 2014).

No Brasil, até 0 momento, a espécie Colletotrichum gloeosporioides
¢ considerada o principal agente causal da antracnose em anonaceas
(Takahashi, 2009; Junqueira & Junqueira, 2014), entretanto, a defini¢do da
espécie foi baseada apenas em caracteres morfologicos e teste de
patogenicidade. De acordo com o conhecimento atual, ndo é possivel
diferenciar espécies do género Colletotrichum apenas com base em tais

caracteres (Cannon et al., 2012).
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No estado de Alagoas e de S&o Paulo outras espécies de
Colletotrichum foram recentemente descritas associadas a antracnose da
pinha, da graviola e da atemdia por meio da analise de dados morfol6gicos e
moleculares. Através da morfometria de conidios e apressérios, e por meio do
sequenciamento da regido ITS, quatro espécies de Colletotrichum foram
relatadas associadas a pinha e a graviola em Alagoas, sendo elas, C.
gloeosporioides, C. boninense, C. theobromicola e C. magna (Kamei et al.,
2014). No estado de Sao Paulo, as espécies C. acutatum e C. boninense foram
encontradas em associacdo a atemoia por meio da analise filogenética de
dados baseados nas regides B-tubulina, a-elongase e ITS-5.8S rDNA do DNA
(Firmino et al., 2014).

Embora a espécie C. gloeoporioides seja considerada o principal
agente causal da doenca no pais, a associacdo de mais de uma espécie deste
patdgeno causando antrachose em um mesmo hospedeiro parece ser comum,
a exemplo do que ocorre com a antracnose da graviola na Colémbia, que pode
ser causada pelas espécies C. theobromicola, C. tropicale, C. siamense, C.
karstii e C. gloeosporioides stricto sensu.

A anélise de seqiiéncias de &cidos nucléicos tem sido considerada a
técnica mais confidvel para a classificacdo de espécies do género
Colletotrichum. Embora a analise filogenética baseada em sequéncias da
regido ITS do rDNA tenha sido considerada uma abordagem (til na
determinagdo de espécies do género, em algumas situa¢fes o sequenciamento
de outras regides gendmicas é requerido, especialmente quando se trata de C.
gloeosporioides (Weir et al., 2012). Recentemente, varias outras regides do
genoma de fungos do género Colletotrichum tém sido analisadas em conjunto
com o ITS gerando dados altamente confiaveis através de clados bem
suportados na anélise filogenética, entre as quais a B-tubulina, Calmodulina,
Glutamina sintetase, Actina e Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
(Prihastuti et al., 2009).

Devido ao fato de duas ou mais espécies de Colletotrichum

parasitando um mesmo hospedeiro poder dificultar o controle da antracnose,
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tornando-a uma doenca ainda mais importante, fato que se deve em funcéo ao
comportamento diferenciado entre espécies, como ja verificado para a
antracnose do pimentdo no Brasil, a identificacdo correta das espécies de
Colletotrichum ocorrendo nestas hospedeiras de importancia econémica € de
grande valia para o conhecimento da variabilidade da populacdo do patdgeno.
Além disso, como existem espécies de anonaceas nativas de regides
semiaridas no Brasil, sendo possivel que estas sejam um reservatorio de
espécies de Colletotrichum que ocorrem em plantas cultivadas, a identificacéo
do fungo pertencente a este género nestas hospedeiras também é importante.
Essas informacdes sdo fundamentais para o desenvolvimento ou
recomendacdo de medidas adequadas de manejo da doenca, seja ela baseada
em métodos culturais, genéticos ou quimicos.

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar
isolados de Colletotrichum por meio da morfologia, filogenia e de teste de
patogenicidade, associados as diferentes espécies do género Annona,
exploradas comercialmente e nativas, oriundos de pomares comerciais e ndo
comerciais de regides produtoras do Brasil. Este estudo permitira conhecer a
diversidade da populagcdo do patégeno associada a estas hospedeiras,
oferecendo informagdes claras para 0 manejo da doenga e, consequentemente,

permitindo melhor orientagcdo em programas de melhoramento genético.
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2 REFERENCIAL TEORICO

A familia Annonaceae compde um grupo de plantas que se destaca
em varias partes do mundo, principalmente por produzirem frutos de grande
interesse comercial. A cherimoia (Annona cherimola), a pinha (A. squamosa),
a atemoia (hibrido A. squamosa x A. cherimola), e a graviola (A. muricata)
sdo 0s mais destacados membros desta familia. No Brasil, o interesse pelo seu
cultivo se deve ao alto preco do fruto in natura e da polpa alcancados nos
mercados interno e externo como o europeu e americano (Sobrinho, 2010).

Economicamente, as anonaceas sdo importantes para muitos paises da
Africa, Asia, e também da América Central, do Norte e do Sul. Os principais
paises produtores de cherimoia sdo Australia, Chile, Espanha, Estados Unidos,
Nova Zelandia e Israel, de graviola o México, Brasil, Venezuela e Costa Rica
e de pinha o Brasil, india, Tailandia, Filipinas e Cuba (S&o José et al., 2014).

Dentre as espécies de importancia comercial a cherimoia tem sido
pouco cultivada no Brasil devido as condi¢des de clima e altitude que sdo
desfavoraveis ao desenvolvimento da espécie, a qual é exigente em
temperaturas baixas. A pinha, atemoia e graviola sdo produzidas em diversas
regies do pais suprindo & demanda dos mercados de frutas frescas e
processadas. Algumas outras espécies e hibridos de anonéaceas apresentam
bom potencial para os dois mercados, mas carecem de maior divulgacdo e
pesquisas que selecionem tipos superiores e técnicas de producdo compativeis
com sua exploracdo comercial como as espécies Annona reticulata, A.
diversifolia, A. crassiflora, A. salzmanii e Rolinia mucosa (Lemos, 2014).

No Brasil, a regido Nordeste, em especial a Bahia, é o estado que mais
produz anonéaceas, sendo o maior produtor de pinha e graviola. No Sudeste,
Minas Gerais e Sdo Paulo, concentram a producdo de pinha, atemoia e
cheriméia. No estado de Minas, a regido Norte destaca-se como pélo
fruticultor com pomares localizados nas areas dos projetos irrigados de Jaiba,
Janadba e nos municipios de Nova Porteirinha, Pirapora e Matias Cardoso
(Sobrinho, 2010).
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A antracnose ou podriddo-negra-dos-frutos é a doenca mais
importante das anonaceas. As perdas provocadas pela doenga, em periodos de
chuvas prolongadas durante a floragao e formagéo dos frutos, podem chegar a
70% e incide preferencialmente nos tecidos jovens de folhas, ramos, flores e
frutos. Nas folhas os sintomas sdo caracterizados por manchas de cor preta de
contorno irregular, esbranquicadas no centro e que se desenvolvem
provocando sua deformacdo e queda. Nas flores aparecem manchas escuras
nas pétalas e aborto do 6rgdo. Os frutos podem ser infectados em qualquer
estadio do desenvolvimento. Em frutos jovens a superficie fica escura e
culmina com a mumificagdo e em frutos perto do amadurecimento causa
podriddo escura de rapida evolugdo inutilizando-o para o consumo ou
comercializagdo (Junqueira & Junqueira, 2014).

Na literatura brasileira a espécie C. gloeosporioides é descrita como
sendo a principal responsavel pela antracnose em pinha, graviola, atemoia e
cherimoéia (Junqueira & Junqueira, 2014). Entretanto, a atribui¢do da doenca
ao agente causal, baseou-se apenas em caracteristicas morfoldgicas e
patogénicas.

Uma das caracteristicas do ciclo de vida de C. gloeosporioides em
outras espécies frutiferas € apresentar infeccbes quiescentes e
desenvolvimento apenas apés o amadurecimento dos frutos (Freeman et al.,
1998). No género Annona, o comportamento do patdgeno é distinto, pois este
apresenta les6es em frutos verdes em qualquer estadio do desenvolvimento.
Em frutos jovens a superficie fica escura e culmina com a mumificacdo e em
frutos perto do amadurecimento causa podriddo escura de rapida evolucao,
nos quais podem ser observada esporulagdo do patogeno significando que ndo
ha periodo de quiescéncia caracteristico (Morales & Manica, 1998).

Recentemente, outras espécies de Colletotrichum tém sido descritas
nesses hospedeiros por meio de estudos que associam caracteristicas
morfoldgicas a filogenia molecular. As espécies C. acutatum e C. boninense
foram descritas em associacdo a antracnose da atemoia no estado de Séo Paulo

(Firmino et al., 2014). Adicionalmente, as espécies C. gloeosporioides, C.
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fragariae (= C. theobromicola), C. theobromicola, C. magna e C. boninense
foram relatadas provocando a antracnose em pinha e graviola no Estado de
Alagoas (Kamei et al., 2014).

Na Col6mbia, a espécie C. gloeosporioides ndo € a Unica responsavel
pela antracnose da gravioleira. Outras espécies como C. theobromicola, C.
tropicale, C. siamense e C. karstii sdo descritas como a causa da antracnose
nesta hospedeira (Alvarez et al., 2014). Em cherimoia, no México, além de C.
gloeosporioides, as espécies C. fragariae (= C. theobromicola) e C.
orbiculare foram isoladas a partir de sintomas de antracnose (Villanueva-Arce
et al., 2008). Ha relatos também da espécie C. theobromicola ocorrendo em
graviola no Panama (Rojas et al., 2010). Além de dois isolados néo
identificados dentro do clado C. siamense lato sensu ocorrendo em espécies
nativas de Annona na Tailandia (Udayanga et al., 2013).

Colletotrichum é o estagio assexuado de Glomerella, pertencente ao
Filo Ascomycota, Classe Sordariomycetes, Familia Glomerellaceae (Index
Fungorum, 2015). Este género é responsavel pela antracnose em frutos
tropicais de uma vasta gama de espécies hospedeiras, incluindo espécies
exploradas comercialmente como o café (Coffea arabica), condessa (Annona
reticulata), figo (Ficus racemosa), manga (Mangifera indica), neem
(Azadirachta indica), maméao (Carica papaya), abacate (Persea americana),
banana (Musa spp.), dentre outras (Weir et al.,, 2012), e de espécies
hospedeiras vivendo em seu habitat natural (Hyde et al., 2009; Phoulivong et
al., 2010; Cannon et al., 2012; Udayanga et al., 2013).

Colletotrichum spp. sdo conhecidas como patdgenos que apresentam
infeccBes quiescentes (Dean et al., 2012) e agente causal de doencas pos-
colheita (Phoulivong et al., 2010). Entretanto, endéfitos tem sido também
obtidos de partes de plantas assintomaticas (Cai et al., 2009; Rojas et al.,
2010), além de saprofitos (Prihastuti et al., 2009). Este género é considerado
economicamente importante pelo fato de causar antracnose em varias espécies
de plantas frutiferas, cereais, gramineas e plantas ornamentais em regides

tropicais e temperadas (Freeman et al., 2001; Rojas et al., 2010). Além disso,
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pode atacar diferentes 6rgdos das plantas como flor, folha, ramos e frutos, em
vérios estadios de desenvolvimento, em diferentes regiGes geograficas.

Tradicionalmente, as espécies de Colletotrichum tém sido
identificadas baseadas em caracteristicas morfoldgicas como o tamanho e
forma dos conidios e apressorios, células conidiogénicas, presenca ou
auséncia de setas, esclerodios e acérvulos, presenca de teleomorfo, cor, taxa
de crescimento e textura da colbnia (Sutton, 1980). Adicionalmente,
especificidade por hospedeiro e local de origem sdo atributos também
avaliados, que podem ajudar na diferenciacdo de espécies. Entretanto, a alta
variabilidade das caracteristicas morfol6gicas e culturais tem tornado este
critério incerto para identificagdo do patdgeno em nivel de espécie (Weir et
al., 2012). Além disso, varias espécies podem ser encontradas infectando ou
colonizando a mesma planta hospedeira (Lima et al., 2013; Kamei et al., 2014;
Firmino et al., 2014; Alvarez et al., 2014) ou causando infeccdo cruzada
(Phoulivong, 2012), tornando a identificagdo do agente causal por meio destas
caracteristicas incerta.

Sistemética com base em morfologia de fungos pode gerar incerteza
na identificacdo de espécies, devido a sobreposicdo dos valores de tamanho
de conidios, conidiéforos, nimero de septos, formato e tamanho de
apressorios. Para que se faca uma identificagdo segura de espécies, devem-se
examinar caracteres que exibam variagdes apropriadas para o discernimento
de individuos diferentes e sempre que possivel associar a analise morfoldgica
a filogenética.

As espécies C. kahawae e C. gloeosporioides constituem um bom
exemplo de que caracteres morfoldgicos apenas, ndo podem separar espécies.
Contudo, suas distingdes sdo suficientemente suportadas em outros caracteres
como utilizacdo de citrato e tartarato como a Unica fonte de carbono e dados
de sequéncias de DNA (Prihastuti et al., 2009).

Filogenia multigénica tem sido fundamental para identificacdo de
espécies de Colletotrichum, além de possibilitar o entendimento das relacdes

entre elas (Weir et al., 2012). A analise de sequéncias dos genes Actina (ACT),
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B-tubulina (TUB2), Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH),
Calmodulina (CAL), Glutamina sintetase (GS), regides do gene ITS e regido
intergénica de apn2 e dos genes MAT1-2-1 (ApMAT) (Weir et al., 2012;
Sharma et al.,, 2013) tem sido utilizadas em publicacBes recentes,
adicionalmente a avaliacdo de caracteres morfolégicos, para identificar
espécies do género superando a incerteza dos métodos tradicionais.

A espécie C. gloeosporioides é uma das mais comuns e amplamente
distribuida em todo o mundo podendo causar doenca em mais de 470 géneros
de plantas de diferentes familias botanicas (Sutton, 1980). Entretanto, a
espécie, tal como € identificada atualmente, apresenta-se como um agregado
de subgrupos que contém diferencas em patogenicidade, especificidade por
hospedeiros e homogeneidade genética (Hyde et al., 2009).

A epitificacdo de C. gloeosporioides (Cannon et al., 2008), seguida da
lista de nomes correntes em uso para o género (Hyde et al., 2009), além da
abordagem polifasica para estudos com Colletotrichum (Cai et al., 2009) e
filogenia multigénica (Weir et al., 2012; Damm et al., 2012a, 2012b),
possibilitou uma nova visdo na taxonomia e estudos filogenéticos do género.
O que era considerado como sendo uma Unica espécie, € na verdade, um
complexo de espécies, nomeado, complexo de espécies C. gloeosporioides,
composto por mais de 22 espécies geneticamente distintas, mas
morfologicamente indistinguiveis (Weir et al., 2012).

Por meio de analise filogenética multigénica para identificacdo de
espécies pertencentes ao género Colletotrichum, outros clados foram também
bem definidos, superando a instabilidade dos caracteres morfolégicos na
separacao de espécies, a saber, o clado acutatum (complexo de espécies C.
acutatum) composto por 31 espécies (Damm et al., 2012a) e o clado boninense
(complexo de espécies C. boninense) composto atualmente por cerca de 18
espécies (Damm et al., 2012b).

Embora C. gloeosporioides e, em menor extensdo, C. acutatum,
tenham sido relatados por serem o agente causal de podriddo de frutos

tropicais, nenhum dos 25 isolados de Colletotrichum provenientes de banana
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(Musa sp.), pimenta (Capsicum spp.), goiaba (Psidium guajava), jujuba
(Zizyphus mauritiane), longan (Dimocarpus longan), manga (Mangifera
indica), mamdo (Carica papaya) e de jambo-rosa (Syzygium jambos), em
Laos e Tailandia, foram identificados como sendo uma das duas espécies por
meio da analise das sequéncias dos genes ACT, TUB, GAPDH e ITS
(Phoulivong et al., 2010). Ao contrario do que se pensava, a espécie C.
gloeosporioides sensu stricto parece ter uma gama de hospedeiros limitada.
Udayanga et al. (2013) identificaram a espécie C. gloeosporioides sensu
stricto somente em Citrus aurantifolia e Syzygium samarangense, dentre 0s
15 hospedeiros de importancia comercial estudados, além de outras espécies
hospedeiras nativas no norte da Tailandia.

No Brasil, a antracnose da cultura da mangueira (Mangifera indica)
foi atribuida exclusivamente a C. gloeosporioides em estudos que analisaram
caracteristicas morfologicas do patdgeno (Santos Filho & Matos, 2003).
Trabalho recente demonstrou que as espécies C. asianum, C. fructicola, C.
tropicale, C. karstii e uma nova espécie descrita como C. dianesei estdo
associadas a esta doenga no nordeste do Brasil (Lima et al., 2013).

A associacdo de mais de uma espécie de Colletotrichum causando
antracnose em um mesmo hospedeiro também é relatada em outras frutiferas,
como por exemplo, 0 maracujazeiro, que pode ser atacado por C. acutatum,
C. boninense e C. gloeosporioides (Tozze Junior et al., 2010).

A ocorréncia de duas ou mais espécies de Colletotrichum parasitando
um mesmo hospedeiro pode dificultar o controle da antracnose, tornando-a
uma doenca ainda mais importante uma vez que as espéecies podem apresentar
comportamento diferenciado. Essa situagdo ja foi verificada para a antracnose
do pimentdo no Brasil, doenga causada por C. acutatum, C. boninense, C.
capsici, C. coccodes e C. gloeosporioides, onde as espécies apresentam
sensibilidade diferenciada aos fungicidas azoxistrobina, carbendazim,
tiabendazol e tebuconazol (Tozze Janior et al., 2011).

Desta forma, a identificacdo de espécies de Colletotrichum ocorrendo

em anonaceas € necessaria para se conhecer a variabilidade da populac¢do do
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patdgeno e compreender o seu ciclo de vida. Estas informagGes poderdo
auxiliar em estudos epidemioldgicos, contribuindo para o desenvolvimento de
programas de melhoramento, garantindo ao produtor a aplicacdo de um

manejo mais sustentavel e econémico.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Sistematica e
Ecologia de Fungos do Departamento de Fitopatologia da UFLA, com
excecao do teste de patogenicidade que foi conduzido no Instituto Federal de
Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Norte de Minas Gerais — Campus Januéria
(IFNMG-Campus Januaria), em Januaria/ MG.

3.1 Obtencé&o dos isolados e preservacgéo

Um total de 84 isolados de Colletotrichum foram obtidos de folhas,
flores e frutos. Dentre os isolados de frutos, cinco foram obtidos de fruto com
sintoma de antracnose e 19 de frutos mumificados (Tabela 1). Coletas foram
realizadas em regides localizadas em Minas Gerais e So Paulo. Além disso,
dois isolados cedidos ao IFNMG-Campus Januaria pela Embrapa
Agroindustria sdo também utilizados neste estudo. Os hospedeiros de coleta
foram a pinha, atemoia, graviola, condessa e espécies da familia Annonaceae
vivendo em seu habitat natural.

A partir de lesdes tipicas e ativas do patdégeno, bem como de frutos
mumificados, o fungo foi isolado de acordo com a metodologia descrita por
Cai et al. (2009). Foram feitas seccBes de tecidos infectados, em locais de
lesdes jovens, desinfestadas superficialmente com alcool 70% (1 min.) e
hipoclorito de s6dio 1% (1 min.) e lavadas em &gua destilada por duas vezes;
em seguida, transferidas para placa de Petri contendo meio de cultura BDA
(batata-dextrose-agar). Isolamento a partir de frutos mumificados foram
realizados de acordo com a metodologia descrita anteriormente a partir do
corte de pequenos fragmentos superficiais onde o tecido se encontrava
escurecido. No caso de frutos apresentando a esporulacéo do patégeno em sua
superficie, optou-se pelo método de isolamento direto, onde, com o auxilio de
uma pinga estéril e uma lupa, foi transferida uma pequena quantidade da

massa mucilaginosa para o meio de cultura (Cai et al. 2009). As placas foram
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mantidas a temperatura ambiente e observadas diariamente, por cerca de cinco
dias, para acompanhamento do desenvolvimento de col6nias fungicas. No
meio de cultivo, foi adicionado o antibiético sulfato de antamicina (50
mg/mL) com a finalidade de inibir o crescimento de bactérias contaminantes.
Apdbs a constatacdo de crescimento fungico foram confeccionadas laminas
para identificacdo do género.

Culturas monosporicas foram obtidas para todos os isolados a partir
da suspenséo de esporos em 5 ml de agua destililada esterilizada presente em
microtubos tipo eppendorf e diluidos por 5 vezes. Em seguida, aliquotas de
10 pl da suspensdo foram colocadas em placas de Petri com meio agar-agua e
incubadas a temperatura ambiente. Ap6s 6 horas, 0s conidios que
apresentavam tubos germinativos foram transferidos para meio BDA para
crescimento das culturas e posterior preservacao. Todos os isolados estudados
foram depositados como culturas monospdricas na Colecdo Micoldgica de
Lavras (CML) por trés diferentes métodos de preservacgdo: a criopreservacao
em glicerina 15%, a preservacdo em agua e a preservacao em microtubos tipo
Eppendorf (Leslie & Summerell, 2006). Para realizagdo dos estudos
posteriores, os isolados preservados em microtubos tipo Eppendorf foram

armazenados em incubadora tipo BOD a temperatura de +10 °C.
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Tabela 1 Identificacdo dos isolados de Colletotrichum estudados provenientes de anonaceas dos estados de Minas Gerais (MG), Sao Paulo (SP)

e Ceard (CE)
N° Cadigo Espécie Hospedeiro/ Origem Tipo de Genes sequenciados
Isolado substrato Geogréfica sintoma | GAPDH® | ACT' | TUB2f

1 CAA1?2 C. theobromicola A. muricata/fruto Fortaleza/CE A X - -
2 CAA23®  Colletotrichum sp. | A. muricata/fruto Fortaleza/CE A X X X
3 CAA4 Colletotrichum sp. | A. cacans/fruto® Maria da Cruz/MG M X - -
4 CAAGP Colletotrichum sp. | A. squamosa/folha Januaria/ MG A X X X
5 CAA7 Colletotrichum sp. | A. squamosa/fruto Januaria/ MG A X - -
6 CAAS8 Colletotrichum sp. | A. muricata/flor Januaria/ MG A X - -
7 CAA9 Colletotrichum sp. | A. squamosa/folha Januaria/ MG A X - -
8 CAA14 Colletotrichum sp. | A. squamosa/folha Januaria/ MG A X - -
9 CAA28 Colletotrichum sp. | A. reticulata/folha Januaria/ MG A X - -
10 CAA35 Colletotrichum A. muricata/folha Acari/MG A - - -
11 CAA36 Colletotrichum A. muricata/folha Acari/MG A - - -
12 CAA37 Colletotrichum sp. | A. squamosa/folha Acari/MG A X - -
13 CAA38 Colletotrichum A. muricata/fruto Acari/MG M - - -
14  CAA70/1 | C.theobromicola A. crassiflora/folha® | Umbuzeiro/MG A X - -
15 CAA70/2 | Colletotrichum A. crassiflora/folha® | Umbuzeiro/MG A - - -
16 CAA70 Colletotrichum A. crassiflora/folha® | Umbuzeiro/MG A - - -
17 CAA74 Colletotrichum A. crassiflora/folha® | Umbuzeiro/MG A - - -
18 CAA74/1 | Colletotrichum A. crassiflora/folha® | Umbuzeiro/MG A - - -
19 | CAA81P  C. karstii A. crassiflora/fruto® | Umbuzeiro/MG M X X X
20 CAA95°  Colletotrichum sp. | Annona sp. /folhaC Acari/MG A X X X
21 CAA95/3 | Colletotrichum Annona sp. / folha® Acari/MG A - - -
22 CAA96 Colletotrichum A. muricata/folha Acari/MG A - - -
23 CAA96/1 | Colletotrichum A. muricata/folha Acari/MG A - - -

“continua”
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N° Cadigo Espécie Hospedeiro/ Origem Tipo de Genes sequenciados
Isolado substrato Geogréfica sintoma = GAPDH® | ACTf | TUB?2
24 CAA96/2 Colletotrichum A. muricata/folha Acari/MG A - -
25 CAA99/1 Colletotrichum sp.  A. muricata/folha Acari/MG A X -
26 CAA99/2 Colletotrichum A. muricata/folha AcarilMG A - -
27 CAA99/3 Colletotrichum A. muricata/folha AcarilMG A - -
28 CAA107 Colletotrichum Annona sp. /folha® | Acari/MG A - -
29 CAA107/1 | C. theobromicola Annona sp. /folha® | Acari/MG A X -
30 CAA107/3 : Colletotrichum Annona sp. /folha® | Acari/MG A - -
31 CAA107/2 : Colletotrichum Annona sp. /folha® | Acari/MG A - -
32 CAA109 Colletotrichum Annona sp. /folha® | Acari/MG A - -
33 CAA109/1  Colletotrichum Annona sp. /folha® | Acari/MG A - -
34 CAA110 Colletotrichum Annona sp. /folha® | Acari/MG A - -
35 CAA110/1  Colletotrichum Annona sp. /folha® | Acari/MG A - -
36 CAA113 Colletotrichum A. reticulata/folha | Acari/MG A - -
37 CAA113/2  Colletotrichum A. reticulata/folha | Acari/MG A - -
38 CAA113/1  Colletotrichum A. reticulata/folha | Acari/MG A - -
39 CAAl14 Colletotrichum A. reticulata/folha | Acari/MG A - -
40 CAA114/3  Colletotrichum A. reticulata/folha | Acari/MG A - -
41 CAAl115 Colletotrichum A. reticulata/folha | Acari/MG A - -
42 CAA115/1 ' C. gloeosporioides  A. reticulata/folha @ Acari/MG A X X
b
43 CAA115/2 : Colletotrichum A. reticulata/folna @ Acari/MG A - -
44 CAA115/3 : Colletotrichum A. reticulata/folna © Acari/MG A - -
45 Colletotrichum A A - -
CAA136 crassiflora/folha® Acari/MG

“continua”
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N° Cadigo Espécie Hospedeiro/ Origem Tipo de Genes sequenciados
Isolado substrato Geogréfica sintoma = GAPDH® | ACT' TUB2'
46 CAA136/1 | Colletotrichum A. crassiflora/folha® Acari/MG A - - -
47 CAA136/2 | Colletotrichum A. crassiflora/folha® Acari/MG A - - -
48 CAA137°  C. fructicola A. crassiflora/folha® Acari/MG A X X X
49 CAA137/1 | Colletotrichum A. crassiflora/folha® Acari/MG A
50 CAA138 Colletotrichum A. crassiflora/folha® Acari/MG A - - -
51 CAAl44 Colletotrichum A. crassiflora/folha® Acari/MG A - - -
52 CAAl147 Colletotrichum A. crassiflora/folha® Acari/MG A - - -
53 CAA150 Colletotrichum A. crassiflora/folha® Acari/MG A - - -
54 CAA157°  C.gloeosporioides | A. muricata/fruto Lavras/MG M X X X
55 CAA157/1 : Colletotrichum A. muricata/fruto Lavras/MG M - - -
56 CAA157/3 : Colletotrichum A. muricata/fruto Lavras/MG M - - -
57 CAA159 Colletotrichum sp. A. squamosa/folha Mocambinho/MG A X - -
58 CAA160 Colletotrichum A. squamosa/folha Mocambinho/MG A - - -
59 CAA162°  C.theobromicola A. squamosa x A. Mocambinho/MG M X X X
cherimola/fruto
60 CAA163 Colletotrichum sp. A. squamosa/folha Mocambinho/MG A X - -
61 Colletotrichum A. squamosa x A. M - - -
CAAL65 cherimola/fruto Mocambinho/MG
62 Colletotrichum A. squamosa x A. M - - -
CAAL66 cherimola/fruto Mocambinho/MG
63 CAA167 Colletotrichum A. squamosa x A. Mocambinho/MG M - - -
cherimola/fruto
64 CAA173 Colletotrichum A. squamosa x A. Mocambinho/MG M - - -

cherimola/fruto

“continua”
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N° Cadigo Espécie Hospedeiro/ Origem Tipo de Genes sequenciados
Isolado substrato Geogréfica sintoma | GAPDH® @ ACT' TUB2f
61 Colletotrichum A. squamosa x A. M - - -
CAAL65 cherimola/fruto Mocambinho/MG
62 Colletotrichum A. squamosa x A. M - - -
CAA166 cherimola/fruto Mocambinho/MG
63 CAA167 Colletotrichum A. squamosa x A. Mocambinho/MG M - - -
cherimola/fruto
64 CAA173 Colletotrichum A. squamosa x A. Mocambinho/MG M - - -
cherimola/fruto
65 CAA174 Colletotrichum A. squamosa x A. Mocambinho/MG M - - -
cherimola/fruto
66 CAA176 Colletotrichum sp. | A. squamosa x A. Mocambinho/MG M X - -
cherimola/fruto
67 CAA181 Colletotrichum A. squamosa x A. Mocambinho/MG M - - -
cherimola/fruto
68 CAA182 Colletotrichum A. squamosa x A. Mocambinho/MG M - - -
cherimola/fruto
69 CAA183 Colletotrichum A. squamosa x A. Mocambinho/MG M - - -
cherimola/fruto
70 CAA194 Colletotrichum A. squamosa x A. Mocambinho/MG M - - -
cherimola/fruto
71 CAA195 Colletotrichum A. squamosa/fruto S&o Francisco/MG M - - -
72 CAA196 Colletotrichum sp. | A. squamosa/fruto Pintopolis/MG M X - -
73 CAA197° | Colletotrichum sp. | A. squamosa/flor S&o Francisco/MG A X X X

“continua”
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N° Cadigo Espécie Hospedeiro/ Origem Tipo de Genes sequenciados
Isolado substrato Geogréfica sintoma GAPDH®¢ ACTf TUB2f
74 CAA198 Colletotrichum sp. A. crassiflora/folha Lavras/MG A X - -
75 CAA199° = Colletotrichum sp. A. reticulata/folha Campo Belo/MG A X X X
76 CAA201° | C.nymphaeae A. muricata/fruto Lavras/MG A X X X
77 Colletotrichum sp. A. squamosa x A. A X - -
CAA202 cherimola/folha Lavras/MG
78 CAA204 Colletotrichum A. squamosa x A. Lavras/MG A - - -
cherimola/folha
79 CAA205 Colletotrichum A. squamosa x A. Lavras/MG A - - -
cherimola/folha
80 Colletotrichum sp. A. squamosa x A. A X X X
CAA206° cherimola/fruto Lavras/MG
81 CAA207° | Colletotrichum sp. A. squamosa/folha Séo Paulo/SP A X X X
82 CAA208/1 ' C. karstii A. crassiflora/folha El6i Mendes/MG A X X X
b
83 CAA208/2 ' Colletotrichum A. crassiflora/folha El6i Mendes/MG A - - -
84 CAA208/3 = Colletotrichum A crassiflora/folha El6i Mendes/MG A - - -

3Isolados provenientes da Embrapa Agroindstria Tropical (Fortaleza/CE). Plsolados utilizados no teste de patogenicidade. ‘Hospedeiras nativas
vivendo em seu habitat natural. “Hospedeiro presente no Campus da UFLA. €31 isolados selecionados, a partir dos 84 isolados obtidos de Annona
spp., para amplificagdo do gene GAPDH. 'Os 14 isolados de Colletotrichum selecionados representando as distintas linhagens filogenéticas a

partir da arvore filogenética do gene parcial GAPDH. 9A = antracnose, M = mumificacdo.
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3.2 Selecdo dos isolados para a caracterizacao molecular, morfoldgica e
patogénica

Dos 84 isolados de Colletotrichum obtidos de érgaos sintomaticos de
espécies de Annona, seleciou-se uma amostra de 31 isolados que
representassem a maior diversidade de caracteristicas fenotipicas, espécie
hospedeira, tipo de sintoma provocado na planta, 6rgdo de coleta e regido
geografica de origem. Para os isolados amostrados amplificou-se a regido
génica GAPDH para uma analise filogenética preliminar. Com base nos
resultados observados na arvore filogenética procedeu-se a selecdo de uma
nova amostra composta por quatorze isolados para caracterizagdo filogenética
multi-locus dos genes Actina e B-tubulina, bem como, realizagédo do teste de
patogenicidade, caracterizagdo morfoldgica e determinacao das caracteristicas
da cultura (Tabela 1). O objetivo desta nova selecdo foi selecionar aqueles
isolados que pertenciam a distintas linhagens filogenéticas possibilitando a

caracterizacdo de um nimero maior possivel de diferentes espécies.

3.3 Extracdo de DNA, amplificagdo de fragmentos e sequenciamento

Culturas monosporicas dos 31 isolados de Colletotrichum foram
cultivadas em Extrato de Malte 2% liquido por trés dias. Para a extragdo do
DNA, o micélio de cada isolado foi filtrado em gaze, lavado com agua
destilada estéril e submetido & extracdo do DNA gendmico, utilizando o kit
Wizard Genomic DNA Purification Kit® (Promega), de acordo com o
protocolo do fabricante. As concentragdes de DNA foram mensuradas
utilizando o NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc.) e padronizadas
para 5 ng/pl. As reacBes de PCR foram realizadas utilizando-se o kit Promega
GoTag® Colorless Master Mix no termociclador My Cycler™ (Bio-Rad) e o
mesmo conjunto de primers foi utilizado para a reacdo de sequenciamento.

O fragmento do gene gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foi

amplificado  utilizando-se  os  primers GDF  (forward; 5'-
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GCCGTCAACGACCCCTTCATTGA-3) e GDR  (reverse; 5'-
GGGTGGAGTCGTACTTGAGCTGT-3") (Templeton et al., 1992),
utilizando as seguintes condi¢es de ciclo: (1) deshaturacdo, por 4 minutos, a
94 °C; seguido por 34 ciclos de desnaturacdo, a 94 °C, por 45 segundos; (2)
anelamento, por 45 segundos, a 60 °C; (3) extensdo, a 72 °C, por 1 minuto e,
(4) extensao final, a 72 °C durante 7 minutos (Prihastuti et al., 2009). Uma
porc¢do do gene beta tubulina (TUB?2) foi amplificada utilizando-se os primers
TB5 (forward; 5-GGTAACCAGATTGGTGCTGCCTT-3") e TB6 (reverse;
5-GCA GTCGCAGCCCTCAGCCT-3") (Panaccione & Hanau, 1990),
utilizando as seguintes condic@es de ciclo: (1) desnaturacéo, por 5 minutos, a
95 °C; seguido por 35 ciclos de desnaturagdo, a 94 °C, durante 30 segundos;
(2) anelamento, a 62 °C, durante 30 segundos; (3) extensdo, a 72 °C, por 2
minutos e, (4) extensdo final a 72 °C durante 7 minutos (Talhinhas et al.,
2002). O gene Actina parcial (ACT) foi amplificado utilizando-se os primers
ACT-512F (forward; 5"-ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC-3") e ACT-783R
(reverse; 5-TACGAGTCCTTCTGGCCCAT-3") (Carbone & Kohn, 1999),
utilizando as seguintes condicdes de ciclo: (1) desnaturagéo, a 95 °C durante
5 minutos; seguido por 35 ciclos a 94 °C durante 30 segundos; (2) anelamento,
a 58 °C durante 30 segundos; (3) extensdo, a 72 °C durante 45 segundos; (4)
extensdo final, a 72 °C durante 7 minutos (Weir et al., 2012).

Os fragmentos amplificados foram purificados com o kit Wizard® SV
gel e PCR Clean-Up System (Promega) seguindo as instrugdes do fabricante.
Todas as amostras de DNA amplificadas para as regiées GAPDH, Actin e
TUB2 foram enviadas para Macrogen Corporation nos Estados Unidos da

América (EUA) para o sequenciamento.
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3.4 Analises filogenéticas

Sequéncias consenso foram montadas a partir das sequéncias forward
e reverse, utilizando-se o programa SegAssem ver. 07/2008 (SequentiX).
Sequéncias adicionais de membros do complexo de espécies Colletotrichum
gloeosporioides, Colletotrichum acutatum e Colletotrichum boninense (Weir
etal., 2012; Damm et al., 2012a, 2012b; Cannon et al., 2012) foram obtidas a
partir do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) (Tabela 2). As
sequéncias foram alinhadas usando MUSCLE implementado no MEGA 5
(Tamura et al., 2011). As analises filogenéticas para os genes GAPDH, ACT
e TUB2 foram realizadas pelo método de Maxima Parcimdnia (MP) com teste
de bootstrap de 1000 repeticGes, utilizando-se o programa MEGA 5. Para o
conjunto de dados combinados, a arvore filogenética foi construida pelo
método de Méaxima Parcimoénia e Inferéncia Bayesiana (Ronquist et al., 2012)
com o programa MEGAS e Mr Bayes 3.2, respectivamente. O modelo de
substituicdo nucleotidica para a Inferéncia Bayesiana foi GTR+I+G (General
time reversible with Invariable and Gamma distribution). Foram realizadas
duas analises, cada qual contendo quatro cadeias de Markov "aquecidas"” por
incrementos durante 1.000.000 de geracGes e amostradas a cada 100 geragdes.
Vinte e cinco por cento das 10.000 arvores geradas foram descartadas (25%
of burning) e a arvore de consenso calculada foi visualizada com o auxilio do

programa FigTree (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).



Tabela 2 Isolados de referéncia de Colletotrichum representando espécies conhecidas, utilizados nas analises filogenéticas

N° | Espécie Codigo Hospedeiro Localiza_(;éo Ndmero de acesso no GenBank
Isolado Geogréfica GAPDH ACT TUB2

1 | C. aenigma ICMP 18608*  Persea americana Israel JX010044 : JX009443 : JX010389
2  C.aeschynomenes | ICMP 17673* | Aeschynomene virginica : USA JX009930 | JX009483 | JX010392
3 C. alatae ICMP 17919*  Dioscorea alata India JX009990 = JX009471 @ JX010383
4  C. alienum ICMP 12071*  Malus domestica New Zealand JX010028 = JX009572 @ JX010411
5 | C. aotearoa ICMP 18537*  Coprosma sp. New Zealand JX010005 | JX009564 | JX010420
6 | C. asianum ICMP 18580*  Coffea arabica Thailand JX010053 = JX009584 = JX010406
7 : C. boninense ICMP 17904*  Crinum asiaticum Japan JX009905 | JX009583 | JQ005588
8 | C.clidemiae ICMP 18658* : Clidemia hirta USA, Hawaii JX009989 = JX009537 @ JX010438
9 | C. cordylinicola ICMP 18579* | Cordyline fruticosa Thailand JX009975  HM470235  JX010440
10 | C. fructicola ICMP 18581*  Coffea arabica Thailand JX010033 = FJ907426 = JX010405
11 : C. fructicola ICMP18613 Limonium sinuatum Israel JX009998 = JX009491 @ JX010388
12 . C. gloeosporioides  ICMP 17821*  Citrus sinensis Italy JX010056 = JX009531 = JX010445
13 C. horii ICMP 10492*  Diospyros kaki Japan GQ329681 : JX009438 = JX010450
14 : C. kahawae ICMP 18539* : Olea europaea Australia JX009966 : JX009523 | JX010434
15 | C. musae ICMP 19119* : Musa sp. USA JX010050 ;| JX009433 @ HQ596280

“continua”
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Tabela 2 “continuacéo”

N° | Espécie Cadigo Isolado  Hospedeiro Localizagéo amero de acesso no GenBank
Geogréfica GAPDH ACT TUB2

16 ' C. nupharicola ICMP 18187* Nuphar lutea USA JX009972 | JX009437 :JX010398
17 C. psidii ICMP 19120* Psidium sp. Italy JX009967 | JX009515 :JX010443
18 : C. queenslandicum : ICMP 1778* Carica papaya Australia JX009934 | JX009447 :JX010414
19 : C. salsolae ICMP 19051* Salsola tragus Hungary JX009916 | JX009562 :JX010403
20 C. siamense ICMP 18578* Coffea arabica Thailand JX009924 | FJ907423  JX010404
21 C. siamense ICMP 18121 Dioscorea rotundata Nigeria JX009942 | JX009460 @ JX010402
22 : C. siamense ICMP17795 Malus domestica USA JX010051 | JX009506 @ JX010393
23 C.theobromicola | ICMP 18649* Theobroma cacao Panama JX010006 | JX009444  JX010447
24 C.theobromicola | ICMP 17895* Annona diversifolia Mexico JX010057 | JX009568 @ JX010382
25  C. ti ICMP 4832* Cordyline sp. New Zealand JX009952 | JX009520 | JX010442
26 C. tropicale ICMP 18653* Theobroma cacao Panama JX010007 | JX009489 @ JX010407
27 | C. xanthorrhoeae | ICMP 17903* Xanthorrhoea preissii Australia JX009927 | JX009478 | JX010448
28 | C. endomangiferae : CMM 3814* Mangifera indica Brazil-SP KC702955 | KC702922 A KM404170
29 C. endophytica (';/;;UCC 1o Unknown wild fruit Thailand KF242181 @ KF157827 KF254857

“continua”
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Tabela 2 “continua¢ao”

NUmero de acesso no GenBank

N° | Espécie Codigo Isolado  Hospedeiro Localizagao
Geogréfica GAPDH ACT TUB2
30 : C. dianesei CMM4083* Mangifera indica Brazil-SFV KC517194 KC517298 | KC517254
31 C. syzygicola (I;/EISI;I;SCC 1o Syzygium samarangense : Thailand KF254880 @ KF157801 KF242156
32 C. viniferum GZAAS5.08601* | V. vinifera cv. Shuijing | China JN412798 | JN412795 @ JN412813
33  C. viniferum GZAASb.08622 V. vinifera cv. Shuijing | China JN412796 | JN412791 @ JN412812
34 C. acerbum ICMP 12921* Malus domestica New Zealand JQ948790 | JQ949780 : JQ950110
35 | C. acutatum CBS 112996* Carica papaya Australia JQ948677 i JQ005839 : JQO05860
36 : C. australe CBS 116478* Trachycarpus fortunei  South Africa JQ948786 | JQ949776 : JQ950106
37 : C. brishbanense CBS 292.67* Capsicum annuum Australia JQ948621 | JQ949612 @ JQ949942
38 : C. chrysanthemi CBS 126519 Chrysan-themum Netherlands JQ948602 | JQ949593 « JQ949923
coronarium

39 : C. cosmi CBS 853.73* Cosmos sp. Netherlands JQ948604 | JQ949595 @ JQ949925
40 ' C. costaricense CBS 330.75* Coffea arabica Costa Rica JQ948510 | JQ949501 | JQ949831
41  C. cuscutae IMI 304802* Cuscuta sp. Dominica JQY48525 | JQ949516 « JQ949846
42  C. fioriniae CBS 293.67 Persea americana Australia JQ948640 | JQ949631 @ JQ949961

“continua”
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Tabela 2 “continua¢do’

B

NUmero de acesso no GenBank

N° | Espécie Codigo Isolado  Hospedeiro Localizagao
Geogréfica GAPDH ACT TUB2

43  C. godetiae CBS 133.44* Clarkia hybrida Denmark JQ948733 | JQ949723 | JQ950053
44 : C. guajavae IMI 350839* Psidium guajava India JQ948600 | JQ949591 | JQ949921
45 : C. indonesiense CBS 127551* Eucalyptus sp. Indonesia JQ948618 | JQ949609 | JQ949939
46 | C. johnstonii ICMP 12926* Solanum lycopersicum | New Zealand JQ948775 | JQ949765 | JQ950095
47 : C. kinghornii CBS 198.35* Phormium sp. UK JQ948785 | JQ949775 : JQ950105
48 : C. laticiphilum CBS 112989* Hevea brasiliensis India JQ948619 | JQ949610 | JQ949940
49 ' C. limetticola CBS 114.14* Citrus aurantifolia USA, Florida JQ948523 | JQ949514 | JQ949844
50 : C. lupini CBS 109225* Lupinus albus Ukraine JQ948485 | JQ949476 | JQ949806
51 : C. melonis CBS 159.84* Cucumis melo Brazil JQ948524 | JQ949515 | JQ949845
52 C. nymphaeae CBS 515.78* Nymphaea alba Netherlands JQ948527 | JQ949518 JQ949848
53 | C. nymphaeae IMI370491 Malus pumila Brazil JQ948534 | JQ949525 | JQ949855
54 : C. orchidophilum | CBS 632.80* Dendrobium sp. USA JQ948481 | JQ949472  JQ949802
55 | C. paxtonii IMI 165753* Musa sp. Saint Lucia JQ948615 | JQ949606 :JQ949936
56 : C. phormii CBS 118194* Phormium sp. Germany JQY48777  JQ949767 :JQ950097
57 : C. pseudoacutatum : CBS 436.77* Pinus radiata Chile JQ948811 | JQ949801 :JQ950131

“continua”
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Tabela 2 “continuacdo”

N° Espécie Cadigo Isolado  Hospedeiro Localizagao Nimero de acesso no GenBank
Geogréfica GAPDH ACT TUB2

58 C. pyricola ICMP 12924* Pyrus communis New Zealand JQ948776 | JQ949766 | JQ950096
59  C. rhombiforme CBS 129953* Olea europaea Portugal JQ948788 | JQ949778 JQ950108
60  C. salicis CBS 607.94* Salix sp. Netherlands JQ948791 | JQ949781 JQ950111
61 : C. scovillei CBS 126529* Capsicum sp. Indonesia JQ948597 | JQ949588 JQ949918
62 : C. scovillei CBS 120708 Capsicum annuum Thailand JQ948599 | JQ949590 JQ949920
63  C. simmondsii CBS 122122* Carica papaya Australia JQ948606 | JQ949597 :JQ949927
64 : C. sloanei IMI 364297* Theobroma cacao Malaysia JQ948617 | JQ949608  JQ949938
65 : C. tamarilloi CBS 129814* Solanum betaceum Colombia JQ948514 | JQ949505 JQ949835
66 C. walleri CBS 125472* Coffea sp. Vietham JQ948605 | JQ949596 | JQ949926
67 : C. annellatum CBS 129826* Hevea indica Colombia JQO005309 | JQO005570  JQ005656
68  C. beeveri ICMP 18594* Brachyglottis repanda | New Zealand JQ005258 | JQO005519 :JQ005605
69 : C. boninense CBS 123755* Crinum asiaticum Japan JQ005240 | JQO005501 JQ005588
70 ; C. brasiliense ICMP 18607* Passiflora edulis Brazil JQO005322 | JQ005583 JQ005669
71 : C. brassicicola CBS 101059* Brassica oleracea New Zealand JQO005259 | JQ005520 JQ005606
72 : C. colombiense CBS 129818* Passiflora edulis Colombia JQO005261 | JQ005522 JQ005608

“continua”
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Tabela 2 “conclusao”

N° | Espécie Cadigo Isolado | Hospedeiro Localizagéo Namero de acesso no GenBank
Geogréfica GAPDH ACT TUB2
73 : C. constrictum ICMP 12941* | Citrus limon New Zealand JO005325 | JQ005586 ;| JQO05672
74 : C. cymbidiicola IMI 347923* Cymbidium sp. Australia JQ005253 | JQO005514 | JQO05600
75 | C. dacrycarpi ICMP 19107* Dacrycarpus New Zealand JQ005323 | JQO005584 @ JQO05670
dacrydioides

76 : C. hippeastri CBS 125376* : Hippeastrum vittatum China JQO005318 | JQO05579 | JQO05665
77 : C. novae-zelandiae | ICMP 12944*  Capsicum annuum New Zealand JQO005315 | JQO05576 | JQO05662
78 : C. oncidii CBS 129828* | Oncidium sp. Germany JQO005256 | JQO05517 | JQO05603
79 : C. parsonsiae ICMP 18590*  Parsonsia capsularis New Zealand JQO005320 | JQO05581 | JQO05667
80 : C. petchii CBS 378.94* Dracaena marginata Italy JQO005310 | JQO05571 | JQO05657
81 C. phyllanthi CBS 175.67* | Phyllanthus acidus India JQO005308 | JQO05569 | JQO05655
82 | C. karstii CBS 132134* Vanda sp. China HM585391 | HM581995 | HM585428
83 | C. karstii CBS 127552 Eugenia uniflora Brazil JQO005304 | JQO05565 ;| JQO05651
84 : C. torulosum ICMP 18586* | Solanum melongena New Zealand JQO005251 | JQO05512 | JQO005598

38

* = cultura ex-tipo. As sequéncias foram obtidas no banco de dados de nucleotideos do GenBank, ICMP: International Collection of Microorganisms from Plants,
Landcare Research, Auckland, New Zealand; CBS: Centraalbureau voor Schimmel cultures, Utrecht, The Netherlands; IMI - CABI Genetic Resource Collection,
UK; CMM: Culture Collection of Phythopathogenic Fung “Prof. Maria Menezes”, Recife, Brazil; MFLUCC: Mae Fah Luang University Culture Collection,
Thailand; GZAAS: Guizhou Academy of Agricultural Sciences Herbarium, China.
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3.5 Caracterizacdo morfoldgica e caracteristicas da cultura

Para a avaliacdo dos caracteres morfoldgicos e caracteristicas da
cultura, quatorze isolados monospdricos de Colletotrichum foram cultivados
em triplicatas, em meio BDA e incubados a 25+2°C sob fotoperiodo de 12 h.
Para tal avaliacdo, foram depositados no centro de placas de Petri de 90 mm
de diametro, contendo meio de cultura BDA, discos de micélio de 5 mm de
didmetro retirados da area periférica de colbnias dos isolados de
aproximadamente 5 dias de idade. As caracteristicas das culturas avaliadas
foram a taxa de crescimento micelial (TCM), cor das colnias e a presenca ou
ndo de microesclerodios e setas. A TCM foi determinada medindo-se
diariamente o didmetro das coldnias em dois sentidos diametralmente opostos,
com auxilio de uma régua milimetrada durante seis dias, tempo suficiente para
que qualquer um dos isolados avaliados atingissem o didmetro completo da
placa. Os dados gerados foram utilizados para o calculo das taxas médias de
crescimento, em mm.dia* (Cai et al., 2009). A cor da coldnia foi determinada
no Gltimo dia de avaliagdo da TCM com o auxilio da Carta Munsell- Soil Color
Charts - Washable-Edition (Munsell, 2000).

Para a caracterizacdo morfolégica foram avaliados o tamanho e
formato de 50 conidios e apressodrios escolhidos aleatoriamente. Os conidios
foram avaliados no altimo dia de avaliacdo da TCM a partir da confecgéo de
laminas semipermanentes com o auxilio de um microscépio com ocular
micrométrica. Para indugdo da formagdo do apressorio dos isolados em
estudo, utilizou-se a técnica de microcultivo em que pedagos de meio BDA de
aproximadamente 10 mm?2 foram transferidos para o centro de laminas
presentes no interior de placas de Petri forrada com papel filtro esterilizado.
Apds, inoculou-se os quatro lados do meio BDA com esporos oriundos da
respectiva colénia de cada isolado, e uma laminula estéril foi colocada sobre
0 meio BDA inoculado. As placas foram mantidas a temperatura de 25 °C sob
fotoperiodo de 12h e ap6s sete dias, o formato e o tamanho do apressorio

formado na parte inferior da laminula foi registrado. Os formatos de conidios
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e apressorios foram avaliados de acordo com Sutton (1980). O experimento
foi implementado em Delineamento em Blocos Casualizados onde cada placa
constituiu a parcela experimental. Os valores médios da TCM, largura e
comprimento dos conidios e apressérios foram submetidos a andlise de
variancia e comparados pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de

significancia.

3.6 Testes de patogenicidade em mudas de pinha

Mudas de pinha obtidas de viveiros comerciais foram mantidas em
vasos em casa de vegetacdo. As necessidades nutricionais das mudas foram
supridas de acordo com as recomendacdes para a cultura (Cordeiro et al.,
2000). Sete meses apds o transplantio das mudas para os vasos, quando estas
atingiram aproximadamente 40 cm de altura, foi realizada a inoculagdo dos
isolados via aspersao de esporos sob toda a superficie do limbo foliar (face
adaxial) de acordo com metodologia descrita por Cai et al. (2009).

Para obtencdo do in6culo, os quatorze isolados de Colletotrichum
foram cultivados em placas de Petri contendo meio BDA e mantidos em
incubadora tipo BOD a 25+2°C sob fotoperiodo de 12h durante quatorze dias.
Apobs, para cada isolado, foi preparado uma suspensdo de conidios na
concentracdo de 1,0 x 10° esporos/ml. A suspensdo de conidios foi calibrada
com auxilio da Camara de Neubauer (hemocitdmetro). As plantas na pré e
po6s-inoculagdo permaneceram por 24 e 48 horas, respectivamente, em
condi¢des de camara umida a fim de fornecer condicdes ideais de umidade e
temperatura para iniciar os processos de germinacéo e penetragdo nos tecidos
do hospedeiro.

O experimento foi realizado em Delineamento Inteiramente
Casualizado (DIC), com 3 repeticBes. A parcela experimental foi representada
por uma planta e a testemunha foi constituida por mudas pulverizadas apenas
com agua destilada e esterilizada. Avalicdes do aparecimento e

desenvolvimento de sintomas foram realizadas semanalmente durante 30 dias
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apos a inoculacdo. Para a quantificacdo da severidade utilizou-se a escala
diagramatica desenvolvida para a cultura da pinheira por Correia et al. (2011)
(Figura 1). Para aplicacdo da escala diagramatica, avaliou-se as trés primeiras
folhas da parte inferior de cada planta, totalizando nove folhas/ tratamento

(isolado).

10 20 40

Figura 1 Escala diagramdtica para avaliacdo da severidade da
antracnose em pinha. Abaixo de cada folha é
indicando o0s niveis, em porcentagem, de area
lesionada. Fonte: Correia et al. (2011).

O reisolamento do patdgeno foi realizado das margens da lesdo e este
cultivado em meio BDA a temperatura de 25£2°C, em BOD, para comparacéo

das suas caracteristicas morfolégicas com o isolado originalmente inoculado.
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4 RESULTADOS

4.1 Isolados obtidos

Um total de 84 isolados de Colletotrichum foram obtidos de oito
espécies de Annona apresentando sintomas de antracnose ou mumificacao,
sendo elas A. muricata, A. squamosa, A. reticulata, A. cacans, A. crassiflora,
A. squamosa x A. cherimola (hibrido) e duas espécies de Annona nativas nao
identificadas devido ao periodo de coleta ter sido realizado no momento em
que néo havia floragdo e frutificacdo (Tabela 1).

Dentre os 84 isolados, dezenove foram obtidos a partir de frutos com
sintoma de mumificacdo. Os demais isolados foram oriundos de folhas, flores
e frutos com sintoma de antracnose. Nas folhas foram observadas lesdes de
cor marrom-escuro a enegrecida de contorno irregular, as vezes com o centro
esbranquicado, no caso de lesbes mais velhas. Em flores havia o

escurecimento das pétalas.

4.2 Andlises filogenéticas

A andlise inicial das sequéncias do gene parcial GAPDH obtidas para
31 isolados de Colletotrichum pelo método de MP revelou que os isolados
agruparam em trés diferentes complexos, ‘gloeosporioides’, ‘acutatum’ e
‘boninense’ (Figura 2). Os resultados demonstram ainda a distribui¢do destes
isolados em maior nimero no complexo de espécies C. gloeosporioides. Os
isolados de anonéaceas deste estudo agruparam com isolados de referéncia de
C. fructicola, C. gloeosporioides stricto sensu, C. theobromicola, C.
nymphaeae e C. karstii. Além disso, dentro do complexo ‘gloeosporioides’,
foi formado um grupo monofilético bem suportado (valor de bootstrap de
93%) apenas com isolados de anonéceas. Devido estes isolados terem formado
um clado bem suportado e possivelmente se tratarem de uma nova espécie,

este grupo monofilético foi denominado de Colletotrichum sp.1.
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Os isolados CAA197, CAA207, CAA163, CAA28 e CAALT76
agruparam dentro do complexo ‘gloeosporioides’, entretanto, nao
apresentaram boa resolucgdo a partir da analise deste gene nédo sendo possivel
a sua identificacdo. Este grupo foi entdo denominado neste estudo de
Colletotrichum ndo determinado 1 (Colletotrichum n.d.1). Dentro do
complexo ‘boninense’ o isolado CAA95 também nao foi resolvido a partir da
analise filogenética deste gene, desta forma foi denominado de Colletotrichum
ndo determinado 2 (Colletotrichum n.d.2). No complexo ‘acutatum’ foi
formado trés grupos filogeneticamente distintos. Trés isolados (CAA206,
CAA201 e CAA196) agruparam com isolados representantes da espécie tipo
C. nymphaeae, mas o clado néo teve bom suporte bootstrap. Os outros dois
grupos ndo apresentaram boa resolucéo, desta forma foram denominados de
Colletotrichum n&o determinado 3 (Colletotrichum n.d.3) (Figura 2). O
alinhamento utilizado na analise do gene GAPDH para os 31 isolados
analisados consistiu de um tamanho de fragmento de 276 pb, dos quais 166
sitios foram informativos.

Para constituir a subamostra de quatorze isolados de Colletotrichum,
a partir dos agrupamentos gerados pela arvore GAPDH, foram selecionados
dois isolados representando Colletotrichum n.d.1 (CAA197 e CAA207), um
isolado representando a espécie C. fructicola (CAA137), um isolado
representando Colletotrichum sp.1 (CAAZ2), dois isolados representando a
espécie C. gloeosporioides (CAA115/1 e CAAL157) e um isolado
representando a espécie C. theobromicola (CAA162) dentro do complexo
‘gloeosporioides’. No complexo ‘boninense’ dois isolados (CAA8L e
CAA208/1) representando a espécie C. karstii e um isolado representando
Colletotrichum n.d.2 (CAA95). No complexo de espécies C. acutatum os
isolados CAA5 e CAA199 foram selecionados representando Colletotrichum
n.d.3 e os isolados CAA206 e CAA201 representando a espécie C.
nymphaeae.

A amplificagdo dos genes ACT e TUB2 para estes quatorze isolados

de Colletotrichum selecionados, ndo gerou boas sequéncias para quatro
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isolados, sendo eles, os isolados CAA115/1, CAA208/1, CAA206 e CAA199.
Logo, estes isolados ndo puderam ser analisados nas arvores individuais para
cada um destes genes e também na arvore combinada. O alinhamento utilizado
na andlise do gene ACT para os isolados de Colletotrichum teve um tamanho
de fragmento de 289 pb, dos quais 100 sitios foram informativos. O gene
TUB2 teve um tamanho de fragmento de 425 pb, destes, 132 sitios foram
informativos.

As arvores individuais de TUB2 e ACT tiveram a maioria dos
agrupamentos congruentes pelo método de MP com a arvore de GAPDH.
Como néo foi observado nenhum conflito entre as topologias das arvores de
genes individuais com base em ACT, TUB2 e GAPDH, as sequéncias foram
combinadas e analisadas por MP e Inferéncia Bayesiana (Figura 5). As
topologias das arvores combinadas obtidas pelos métodos de MP e analise
Bayesiana foram congruentes. A Figura 5 mostra a arvore obtida pelo método
de Inferéncia Bayesiana com os valores de probabilidade posterior e bootstrap
acima dos ramos. Foram identificadas cinco espécies ja conhecidas C.
fructicola, C. theobromicola, C. gloeosporioides stricto sensu no complexo
‘gloeosporioides’; C. nymphaeae no complexo ‘acutatum’; e C. karstii no
complexo ‘boninense’. Cinco isolados ndo foram filogeneticamente
resolvidos a partir da analise das trés regides combinadas, sendo eles, CAA2,
CAA197 e CAA207 no complexo ‘gloeosporioides’, o isolado CAAS no
complexo ‘acutatum’ e o isolado CAA95 no complexo ‘boninense’. Como foi
escolhido apenas o isolado CAA2 representativo do grupo monofilético
Colletotrichum sp.1 a partir do agrupamento gerado na arvore GAPDH e, na
andlise combinada este ndo apresentou boa resolucdo, ndo foi possivel
concluir de que se trate de uma nova linhagem filogenética. Outros isolados
representantes do grupo monofilético Colletotrichum sp.1 devem entédo ser
analisados para que se conclua a respeito.

As sequéncias combinadas para os trés genes estudados resultaram em
um total de 990 caracteres alinhados, sendo: 1-289 bp (ACT), 290-714 bp
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(TUB2) e 715-990 bp (GAPDH). Do total de caracteres alinhados, 398
caracteres foram informativos.

A espécie C. gloeosporioides stricto sensu foi isolada de A. reticulata
e A. muricata apresentando sintomas de antracnose ou mumificacdo. A
espécie C. fructicola de A. crassiflora apresentando sintomas de antracnose.
C. theobromicola foi isolada das espécies A. muricata, Annona sp., A.
crassiflora, A. squamosa x A. cherimola apresentando sintomas de antracnose
ou mumificacdo. A espécie C. karstii a partir da hospedeira A. crassiflora
apresentando sintomas de mumificacdo ou antracnose. C. nymphaeae foi
isolada de A. squamosa, A. squamosa X A. cherimola e A. muricata
apresentando sintomas de mumificacdo ou antracnose. Isolados representantes
de Colletotrichum sp.1 foram provenientes de A. muricata, A. squamosa, A.
crassiflora e A. cacans apresentando sintoma de antracnose ou mumificagéo.
Colletotrichum n.d.1 em associacdo a sintoma de antracnose ou mumificacéo
em A. squamosa, A. reticulata e A. squamosa x A. cherimola. Colletotrichum
n.d.2 associada a antracnose de Annona sp. (espécie nativa) e Colletotrichum
n.d.3 associada a antracnose de A. squamosa, A. reticulata e A. squamosa x A.
cherimola. Estes resultados demonstram a diversidade de espécies de
Colletotrichum associadas com anonaceas nas regifes de estudo, com a
predominancia do grupo pertencente ao complexo de espécies C.

gloeosporioides.
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89— CBS 125376 C. hippeastri T
98 ICMP 18590 C. parsonsiae T

ICMP 18607 C. brasiliense T
CAA95
CBS 378.94 C. petchii T
CBS 129826 C. annellatum T
CBS 175.87 C. phyllanthi T
CAA208/1
CAAB1
70| CBS 127552 C. karstii
CBS 132134 C. karstii T
CBS 125375 c. cliviae

97

C. boninense complex

Figura 2 Arvore filogenética de Maxima Parcimonia para espécies de Colletotrichum, baseada em
sequéncias do gene gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase. C. cliviae utilizado como
outgroup. A letra “T” na frente do nome da espécie indica isolado tipo. Os valores de
bootstrap, 1.000 repeti¢Oes, sdo indicados em porcentagem acima e abaixo dos internddios.
Abreviagbes: CBS — Centraalbureau voor Schimmel cultures, Utrecht, The Netherlands;
CAA - Colecdo Claudia Alves de Almeida; ICMP- International Collection of
Microorganisms from Plants, Landcare Research, Auckland, New Zealand; CMM- Culture
Collection of Phythopathogenic Fungi “Prof. Maria Menezes”, Recife, Brazil; IMI - CABI
Genetic Resource Collection, UK; GZAAS- Guizhou Academy of Agricultural Sciences
Herbarium, China; MFLUCC- Mae Fah Luang University Culture Collection, Thailand.
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99
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CBS 120708 C. scovillei C. acutatum complex
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CBS 125472 C. walleri T
CBS 853.73 C. cosmi T
CAA5

GZAAS5.08601 C. viniferum T
GZAAS5.08622 C. viniferum
- MFLUCC 10-0676 C. endophytica

gg | ICMP 17895 C. thecbromicola

93 CAA162
ICMP 18649 C. theobromicolaT
_{ ICMP 17821 C. gloeosparioides T
99

CAA157
ICMP 18578 C. siamense T

CMM 3814 C. endomangiferae T C. gloesporioides complex
ICMP 18121 C. siamense
ICMP 17795 C. siamense

CMM 4083 C. dianesei T
CAA197

CAA207

CAA2

ICMP 18613 C. fructicola
ICMP 18581 C. fructicola
CAA137

74

CBS 125375 C. cliviae

5

Figura 3 Arvore filogenética de Maxima Parcimdnia para espécies de Colletorichum, baseada em
sequéncias do gene actina. C. cliviae utilizado como outgroup. A letra “T” na frente do nome
da espécie indica isolado tipo. Os valores de bootstrap, 1.000 repeti¢des, sdo indicados em
porcentagem acima e abaixo dos internodios. Abreviagfes: CBS - Centraalbureau voor
Schimmel cultures, Utrecht, The Netherlands; CAA - Colecdo Claudia Alves de Almeida;
ICMP- International Collection of Microorganisms from Plants, Landcare Research,
Auckland, New Zealand; CMM- Culture Collection of Phythopathogenic Fungi “Prof. Maria
Menezes”, Recife, Brazil; IMI - CABI Genetic Resource Collection, UK; GZAAS- Guizhou
Academy of Agricultural Sciences Herbarium, China; MFLUCC- Mae Fah Luang
University Culture Collection, Thailand.
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CBS 175.67 G. phyllanthi T
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Figura 4 Arvore filogenética de Maxima Parcimdnia para espécies de Colletotrichum, baseada em
sequéncias do gene B-tubulina. C. cliviae utilizado como outgroup. A letra “T” na frente do
nome da espécie indica isolado tipo. Os valores de bootstrap, 1.000 repeticdes, sdo indicados
em porcentagem acima e abaixo dos internddios. Abreviagdes: CBS - Centraalbureau voor
Schimmel cultures, Utrecht, The Netherlands; CAA - Colecéo Claudia Alves de Almeida;
ICMP- International Collection of Microorganisms from Plants, Landcare Research,
Auckland, New Zealand; CMM- Culture Collection of Phythopathogenic Fungi “Prof. Maria
Menezes”, Recife, Brazil; IMI - CABI Genetic Resource Collection, UK; GZAAS- Guizhou
Academy of Agricultural Sciences Herbarium, China; MFLUCC- Mae Fah Luang

University Culture Collection, Thailand.
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Figura 5 Arvore filogenética de Inferéncia Bayesiana para espécies de Colletotrichum, baseada em
sequéncias concatenadas dos genes gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, actina e pB-
tubulina. C. cliviae utilizado como outgroup. A letra “T” na frente do nome da espécie indica
isolado tipo. Os valores de probabilidade posterior obtidos na anélise Bayesiana e de
bootstrap a partir da anélise de Maxima Parcimoénia (1.000 repeti¢des) sdo indicados acima
e abaixo dos internodios. Abreviagdes: CBS - Centraalbureau voor Schimmel cultures,
Utrecht, The Netherlands; CAA - Colecao Claudia Alves de Almeida; ICMP- International
Collection of Microorganisms from Plants, Landcare Research, Auckland, New Zealand;
CMM- Culture Collection of Phythopathogenic Fungi “Prof. Maria Menezes”, Recife,
Brazil; IMI - CABI Genetic Resource Collection, UK; GZAAS- Guizhou Academy of
Agricultural Sciences Herbarium, China; MFLUCC- Mae Fah Luang University Culture
Collection, Thailand.
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4.3 Avaliacao de marcadores morfologicos e caracteristicas da cultura

As caracteristicas morfol6gicas e da cultura avaliadas para os
guatorze isolados de Colletotrichum estdo apresentadas nas Tabelas 3 e 4 e
Figura 6. Procurou-se relacdes entre estas caracteristicas com as espécies
identificadas baseado em filogenia molecular ou com os complexos de
espécies ‘gloeosporioides’, ‘acutatum’ e ‘boninense’.

Todos os isolados dentro do complexo ‘acutatum’ apresentaram cor
da colénia salmdo e TCM média variando de 6,3-11,1 mm.dia’. Estes isolados
apresentaram abundante esporulagdo com formag&o de conidiomatas em anéis
concéntricos. N&o foi observada a presenga de setas, microesclerddios ou
teleomorfo em nenhum dos isolados dentro do complexo. De um modo geral,
no complexo, ocorreram os trés formatos de conidios, cilindrico, reto e
fusiforme, ndo sendo observada a predominancia de conidios fusiforme,
relatado para o complexo na literatura. O comprimento médio dos conidios no
complexo variou de 12-13 um e largura média de 3,7- 4,3 um. Em relacéo ao
apressorio, ocorreram o0s dois formatos no complexo, ovoide e irregular. O
comprimento médio do apressorio variou de 9,3-9,8 um e a largura média de
7,7-7,9 um. O isolado CAA201, identificado como C. nymphaeae apresentou
a maior TCM dentre os isolados no complexo ‘acutatum’, 11,1 mm.dia®. A
média do comprimento e largura dos conidios para esta espécie foi de 12,0 um
e 3,7 um, respectivamente.

No complexo ‘boninense’ 0s isolados representando Colletotrichum
n.d.2 (CAA95) e C. karstii (CAA208/1) apresentaram cor da coldénia marrom-
escuro. O isolado CAA81, agrupado também neste complexo, identificado
como C. Kkarstii apresentou cor da col6nia cinza-claro. A TCM média
observada para estes isolados variou de 9,3-10,7 mm.dia, com a menor taxa
observada para a especie C. kastii (CAA81). Nao foi observada a presenca de
setas, microesclerddios ou a formagéo de teleomorfo em nenhum dos isolados.
O comprimento médio dos conidios no complexo variou de 13,9-14,1 ume a

largura média de 5,0-6,4 pm. O formato dos conidios observado foi cilindrico
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e clavado. Os valores médio de comprimento e largura do apressorio para estes
isolados variou de 9,1-9,6 um e 7,7-8,0 um, respectivamente. Neste
complexo, 0s apressorios também tiveram formato irregular e ovéide.

A variacdo da taxa de crescimento médio dentro do complexo de
espécies ‘gloeosporioides’ foi de 10,8-14,0 mm.dia®. Neste complexo, a
espécie C. theobromicola apresentou a menor taxa de crescimento médio. Os
valores médio de comprimento e largura dos conidios neste complexo
variaram de 11,7-15,0 um e de 3,9-4,5 um, respectivamente. C. theobromicola
teve a média de comprimento de 15,0 um e largura de 4,3 um. A espécie C.
gloeosporioides (representada por dois isolados, CAA115/1 e CAA157)
apresentou média de comprimento e largurade 14,2 e 11,9 ume 4,4 e 3,9 um,
respectivamente. C. fructicola teve tamanho médio de comprimento e largura
de 14,0 um e 4,5 um, respectivamente. Os isolados CAA197, CAA207 e
CAAZ2 apresentaram comprimento de 11,9, 13,2 e 11,7 um, respectivamente,
e largura de 4,1, 4,0 e 4,1 pum, respectivamente. A cor da colénia para as
espécies C. theobromicola, C. gloeosporioides stricto sensu (isolado
CAAl15/1 e CAA157) e C. fructicola foi salmé&o, cinza escuro (isolado
CAA115/1), marrom claro (isolado 157) e cinza escuro, respectivamente. O
isolado CAA197 teve a colonia de cor branca e os isolados CAA207 e CAA2
cor cinza claro. O comprimento e largura do apressorio para as espécies C.
theobromicola, C. gloeosporioides stricto sensu (isolados CAA115/1 e
CAA157), C. fructicola e para os isolados CAA197, CAA207 e CAA2 foram,
respectivamente, 9,3e 7,9 um, 9,0¢ 8,0 um, 9,3e 7,7 um, 9,7e 7,7 um, 9,3 ¢
7,6 um,89e7,8 um, 9,3e 7,6 um.

Microesclerddios foram observados nas espécies C. theobromicola,
C. gloeosporioides, C. fructicola e nos dois isolados de Colletotrichum
(CAA207 e CAA2). Setas foram verificadas em C. theobromicola, C.
fructicola e nos isolados CAA207 e CAA2.

O tamanho e formato de conidios sdo caracteres instaveis,
dependentes de fatores de cultivo e também da sua idade, sendo, portanto,

refletido nas suas dimensoes. Estes dados, ndo foram informativos o suficiente
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para suportar a separacdo das espécies filogenéticas determinadas neste
trabalho e/ou para separacgdo a nivel de complexos.



Tabela 3 Caracteres culturais observados em colbnias de quatorze isolados de Colletotrichum oriundos de Annona spp. aos seis dias de idade, cultivadas

sob fotoperiodo de 12 horas a temperatura de 25 °C

53

- Complexo de Cor da colonia Micro- TCM¢
Isolado Espécie L - Teleomorfo : Setas -
espécies Frente Verso esclerddios (mm.dia™)

CAA5 Colletotrichum n.d.3 ‘acutatum’ Salméo Salméo AP A A 6,28 a°
10 YR-8/19 10 YR-8/2

CAA199 Colletotrichum n.d.3 Salméo Salméo A A A 8,97 b
10 YR-8/1 10 YR-8/2

CAA206 C. nymphaeae Salméo Salméo A A A 10,20 b
10 YR-8/1 10 YR-8/2

CAA201 C. nymphaeae Salméo Salméo A A A 11,08 b
10 YR-8/1 10 YR-8/2

CAA81 C. karstii ‘boninense’ Cinza claro Cinza claro A A A 9,28 b
Gley2 7/5B Gley2 7/5B

CAA208/1 | C. karstii Marrom Marrom A A A 10,08 b
escuro escuro
Gley2 7/10B  Gley2 7/10B

CAA95 Colletotrichum n.d.2 Marrom Marrom A A P 10,70 b
escuro escuro
Gley2 7/10B  Gley2 7/10B

CAA162 C. theobromicola ‘gloeosporioides’ | Salméo Salméo P A P 10,75 b
10 YR-8/1 10 YR-8/2

CAA197 Colletotrichum n.d.1 Branca Creme A A A 11,67 c
Gleyl 8/N Gley2 7/10B

CAAL115/1 | C. gloeosporioides Cinzaescuro | Cinza escuro P A A 12,86 ¢
Gley2 7/10B = Gley2 7/5B

“continua”



Tabela 3 “conclusdo”
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Cor da colbnia

- Complexo de Micro- Setas | TCM®
Isolado Especie espécies Frente Verso esclerddios Teleomorfo (mm.dia™)
Colletotrichum sp.1 Cinza claro Marrom
CAA2 Glevo 758 | ESoUrO P A P 1364 c
‘ N e Gley? 7/108B
poe gloeosporioides : -
CAA137 C. fructicola Cinzaescuro | Cinza escuro p Af P 14,00 ¢
Gley2 7/10B  Gley2 7/10B
Colletotrichum sp.2 Cinza claro Cinza escuro A 14,00 ¢
CAA207 Gleyl8/N | Gley27/108 | © A

4TCM = Taxa de crescimento micelial em mm.dia. ®Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade. fOcorreu a formagéo do teleomorfo apenas em placas com 30 dias de idade. 9Os cédigos abaixo da cor representa a codificagéo

para cada cor na Carta Munsell. "P = presente, A = ausente.
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Tabela 4 Caracteres morfolégicos observados em col6nias de quatorze isolados de Colletotrichum oriundos de Annona spp. aos seis dias de idade, cultivadas sob
fotoperiodo de 12 horas a temperatura de 25 °C

Formato dos conidios Tamanho médio dos® Formato dos Tamanho médio
(%) conidios (um) L dos? apressorios
apressorios (%) um)

Isolado Espécie avaI\IIia do Comp. Larg. Comp. Larg.
e . Média Média . Média Média

Cilindrico | Fusiforme | Clavado (Min.- (Min.- Ovoide | Irregular (Min.- (Min.-

Max.)" Max.) Max.) Max.)
Colletotrichum 12,80 b 3,98 b 10 90 9,32a 7,93a

CAAS 43 50 100 0 0 (11-15) = (3-5) (5-16)  (5-11)

. 9,82a

Colletotrichum 11,98 a 416 b 13 87 i 7,73 a

CAAL®D 143 >0 46 40 ¥ e @9 (1'35) (5-11)
1296 b 432c 9,36 a 7,90 a

CAA206 = C.nymphaeae 50 74 24 2 (11.15) (5) 32 68 16 | (10
11,98 a 3,72a 9,38 a 7,75 a

CAA201 = C.nymphaeae 50 0 6 94 10.14) (3.4) 4 26 013 | (10
.. 13,92d 504 e 11 89 93la 7,71 a

CAA8L  C.Kkarstii 50 78 0 22 (11-17) (5-6) (5-16) (5.9)
CAA208 . 14,10 d 6,38 36 64 9,55 a 791a
n C. karstii 50 98 0 2 (11-18) (5-7) (5-13) (5-11)
Colletotrichum 14,10d 502¢e 22 78 9,07 a 7,96 a

CAAS 42 50 100 0 0 (1217)  (5-6) (5-16)  (5-11)
C. 15,02 e 4,28 ¢ 69 31 9,30 a 7,85a

CAALBZ iy cobromicola 50 10 0 %0 (1317)  (4-5) (5-16)  (6-9)

“continua”



Tabela 4 “conclusdo”
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Formato dos conidios

Tamanho médio dos?

Formato dos

Tamanho médio

(%) conidios (um) apressorios (%) dos? apressorios
" (Hm)

Isolado Espécie avaliado Com!a. Larg. B Comp. Larg.
Cilindrico  Fusiforme Clavado  Media Media ~ Ovoide lrregular — Media  Meédia

(Min.- (Min.- (Min.- (Min.-

Max.)" Max.) Max.) Max.)

CAA115 - 14,18 d 4,42 d 49 51 9,01a 7,95a
n C. gloeosporioides 50 100 0 0 (13-16) (4-5) (5-16) (5-7)
- 11,88 a 3,88a 84 16 9,26 a 7,73 a

CAA157  C. gloeosporioides 50 98 0 2 (10-14) (3-5) (5-13) (5-8)
. 11,70 a 4,14 b 88 12 9,34 a 7,61a

CAA2 Colletotrichum sp.1 50 100 0 0 (9-14) (3-5) (5-16) (5-11)
. 13,96d 4,46 d 85 15 9,69 a 7,65a

CAA137  C.fructicola 50 98 0 2 (13-16) (4-5) (5-16) (5-9)
Colletotrichum 13,22 ¢ 4,02b 23 77 8,92a 7,75 a

CAA07 41 50 88 2 10 (11-15) = (4-5) (5-16) | (5-10)

9Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. "(Min.-Max.) = amplitude das dimensoes
dos esporos.
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Figura 6 Colb6nias de isolados de Colletotrichum oriundos de anonaceas. 1-1A: Frente e verso
Colletotrichum sp.1 (isolado CAA2); 2-2A: Frente e verso Colletotrichum n.d.3 (isolado
CAADb); 3-3A: Frente e verso C. karstii (isolado CAA81); 4-4A: Frente e verso Colletotrichum
n.d.2 (isolado CAA95); 5-5A: Frente e verso C. gloeosporioides (isolado CAA115/1); 6-6A:
Frente e verso C. fructicola (isolado CAAL137); 7-7A: Frente e verso C. gloeosporioides
(isolado CAA157). 8-8A: Frente e verso C. theobromicola (isolado CAA162); 9-9A: Frente e
verso Colletotrichum n.d.1 (isolado CAA197); 10-10A: Frente e verso Colletotrichum n.d.3
(isolado CAA199); 11-11A: Frente e verso C. nymphaeae (isolado CAA201); 12-12A: Frente
e verso C. nymphaeae (isolado CAA206); 13-13A: Frente e verso Colletotrichum n.d.1
(isolado CAA207); 14-14A: Frente e verso C. karstii (isolado CAA208/1).
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4.4 Testes de patogenicidade

Plantas inoculadas com espécies de Colletotrichum, aos sete meses de
idade, comecaram a apresentar manchas foliares necrdticas logo aos cinco dias
apos inoculacdo. O desenvolvimento da doenca foi mais rapido entre 20 a 30
dias ap6s inoculacdo. A necrose foliar foi predominante no apice e nas
extremidades do limbo da maioria das plantas inoculadas (Figura 7).

Todos os quatorze isolados de Colletotrichum inoculados foram
capazes de desenvolver sintomas nas plantas de pinha nos dois testes
realizados, primeira e segunda repeticdo do experimento. A aplicacdo da
escala diagramatica para a cultura da pinheira resultou em notas entre 0 a 20
e 0 a 40 para a primeira e segunda repeticdo, respectivamente. A média da
severidade obtida a partir das lesdes nas nove folhas de pinha avaliadas é
apresentada na tabela 5. Para a maioria dos isolados, houve semelhanca nas
notas aplicadas quando comparada as duas repetigdes.

Ndo foi observado nenhum sintoma caracteristico para uma
determinada espécie ou complexo. O mesmo padrdo de lesdo foi observado
para todos os isolados. Os sintomas iniciaram por toda a superficie do limbo
foliar, entretanto, em alguns casos estes desenvolveram pouco e, ha maioria,
0 que prevaleceu foram aqueles originados nas bordas da folha e no apice,
mesmo em plantas com lesdes necréticas no centro do limbo foliar.

O reisolamento do patégeno das lesdes em folha de pinheira e,
posteriormente comparacdo dos isolados com os inicialmente obtidos,
confirmaram que estes isolados apresentavam caracteristicas morfolégicas e

cor da colénia semelhantes aos que foram inoculados.
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Figura 7 Plantas de pinha apresentando sintomas de antracnose. (A, B, C) Manifestacdo dos
sintomas em maior expressao no apice e nas extremidades do limbo foliar; (D) Lesdes de
contorno irregular bem caracteristicas do patogeno; (E, F, G) Sintomas iniciais,
anteriormente ao seu coalescimento; (F) Lesdo apresentando estruturas do patégeno em
sua superficie; (H) Testemunha inoculada com &gua.



Tabela 5 Severidade média da antracnose em mudas de pinha em teste de patogenicidade com isolados de Colletotrichum

Repeticdo 1 Repeticdo 2
L Complexo de N° de Média N° de Média
Isolado Especie espécies folhas | (Min-Max) folhas | (Min.-Max.)
avaliadas avaliadas
TESTEMUNHA - - 9 - 9 -a
. 12,22 12,78
CAA5 Colletotrichum n.d.3 9 (5-20)° 9 (5-20)°
. 1,67 2,0
CAA199 Colletotrichum n.d.3 ‘acutatum’ 9 (1-5) 6 (1-5)
8,44 10,0
CAA206 C. nymphaeae 9 (2-20) 9 (5-20)
3,33 2,33
CAA201 C. nymphaeae 9 (0-5) 9 (0-5)
.. 2,67 10
CAA81 C. karstii 9 (0-10) 3 (10)
.. ‘boninense’ 1,44 0,33
CAA208/1 C. karstii 9 (1-5) 9 (0-1)
. 2,56 1,78
CAA95 Colletotrichum n.d.2 9 (0-5) 9 (0-5)
. 0,33 0,0
CAAl62 C. theobromicola 9 (0-1) 9 0.0
. ‘gloeosporioides’ 1,56 1,0
CAA197 Colletotrichum n.d.1 9 (1-2) 9 (0-2)
CAA115/1 C. gloeosporioides 9 0,67 9 1,0
(0-2) (0-2)

“continua”
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Tabela 5 “conclusao”

Repeticdo 1 Repeticdo 2
L Complexo de N° de Média N° de Média
Isolado Especie espécies folhas (Min.-Max.) folhas (Min.-Max.)
avaliadas avaliadas
CAA157 C. gloeosporioides 9 1,67 9 5,78
(0-5) (0-10)
CAA2 Colletotrichum sp.1 9 0,22 9 0,44
‘o] oides’ (0-1) (0-2)
CAA137 C. fructicola glocosporioides 9 5,22 9 13,44
(1-10) (2-40)
CAA207 Colletotrichum sp.2 9 0,89 - -
(0-2)

a>As folhas haviam caido durante o momento da avaliagdo. "Amplitude da severidade das lesGes observadas nas nove folhas
avaliadas.
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5 DISCUSSAO

Estudos filogenéticos multi-genes tem sido uma ferramenta molecular
importante quando se trata de espécies de Colletotrichum, gerando dados
confiaveis para a sua identificacdo e entendimento das relagdes evolutivas.
Neste estudo, os dados gerados posssibilitaram compreender as espécies de
Colletotrichum que estdo associadas a espécies de anonaceas exploradas
comercialmente e também de algumas espécies nativas nas regides estudadas.

Analise filogenética com base em sequéncias concatenadas de ACT,
TUB2 e GAPDH mostrou que, embora C. gloeoporioides stricto sensu nao
seja a Unica espécie asssociada a doenga antracnose nestas hospedeiras, o
complexo de espécies C. gloeosporioides prevalece com o maior nimero de
isolados agrupados e, consequentemente, 0 grupo que constitui o maior
nimero de espécies responsaveis pela doenca nestas frutiferas. Estes
resultados corroboram com varios trabalhos recentemente publicados onde se
tem confirmado a ocorréncia de varias espécies dentro do complexo
‘gloeoporioides’ responsaveis pela antracnose de varias frutiferas de clima
temperado e tropical, no Brasil e a nivel mundial (Lima et al., 2013; Pholivong
et al., 2010; Udayanga et al., 2013; Alvarez et al., 2014; Kamei et al., 2014;
Rojas et al., 2010; Phrihastuti et al., 2009). A inespecificidade da maioria das
espécies de Colletotrichum, aliada ao cultivo de varias frutiferas em um
mesmo local ou em regibes geograficas préximas, torna enorme o potencial
de dispersdo de propagulos, sendo esta talvez, a principal explicacdo da
predominécia de espécies dentro deste complexo como 0s principais agentes
responsaveis pela antracnose em frutiferas. Das espécies formalmente
descritas e aceitas dentro do complexo de espécies C. gloeosporioides, poucas
sdo as que apresentam especificidade ao hospedeiro, sendo, portanto, a
maioria encontrada em uma vasta gama de plantas exploradas
economicamente e em espécies nativas.

Além da espécie C. gloeosporioides stricto sensu encontrada neste

trabalho associada a folhas e frutos de A. reticulata (condessa) e A. muricata
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(graviola), respectivamente, outras quatro espécies de Colletotrichum foram
também encontradas associadas a antracnose em anonaceas, C. fructicola, C.
theobromicola, C. karstii e C. nymphaeae. Com excecdo da espécie C.
gloeosporioides stricto sensu e C. theobromicola que ja havia sido descritas
no Brasil, este é o primeiro relato da associa¢do de C. fructicola, C. karstii e
C. nymphaeae a antracnose de anonaceas no Pais.

De acordo com estudo realizado recentemente na Colémbia (Alvarez
etal., 2014), foi confirmado que as espécies que causam antracnose em folhas,
flores, ramos e frutos de graviola no pais, estdo distribuidas em trés
complexos, ‘gloecosporioides’, ‘acutatum’ e ‘boninense’. C. theobromicola, C.
tropicale, C. siamense e C. gloeosporioides stricto sensu no complexo
‘gloeosporioides’; C. karstii no complexo ‘boninense’ e dois isolados néo
resolvidos nos complexos ‘acutatum’ e ‘boninense’ associadas a antracnose
desta hospedeira, a partir de analise filogenética baseada em regides parciais
dos genes TUB2, GAPDH, CHS-1 e da regido ITS. Estes resultados sdo
semelhantes aos obtidos neste estudo e demonstra a distribuicdo geografica
destas espécies. Estes cinco taxa sdo relatados tendo distribuicdo geogréfica
mundial e alguns isolados tém sido associado com doengas de plantas de
outras culturas agronomicamente importante como Theobroma cacao, Coffea
arabica, Persea americana, Capsicum annuum, Mangifera indica, Citrus
spp., Olea europaea e Carica papaya (Damm et al., 2012b; Weir et al., 2012;
Lima et al., 2013; Udayanga et al., 2013).

Os cinco taxa identificados estdo associados a dois tipos de sintomas
em diferentes hospedeiras neste trabalho. C. gloeoporioides stricto sensu foi
isolada de folhas de condessa com sintoma de antracnose e de frutos
mumificados de graviola. A espécie C. theobromicola foi isolada de fruto
mumificado de atemdia e de fruto e folhas com sintoma de antracnose nesta
espécie hospedeira e em duas espécies nativas. C. karstii associada a folhas e
fruto de marolo apresentando, respectivamente, sintomas de antracnose e
mumificacdo e, C. nymphaeae associada a antracone do fruto da pinha e da

graviola e a mumificacdo da pinha. Entretanto, o isolamento do patégeno a
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partir de frutos mumificados sempre foi associado a outro fungo de
crescimento superior ao de Colletotrichum e que apresentava abundante
micélio aéreo com cor da coldnia cinza claro (dados ndo mostrados). A
auséncia de esporos foi observada para este patdgeno em coldnias
relativamente novas, aproximadamente cinco dias de idade. Em comparacéo
destas caracteristicas morfoldgicas da col6nia e, associagdo dos sintomas com
as informagdes descritas na literatura, acredita-se que este fungo pertenca ao
género Lasiodiplodia, embora neste trabalho ndo tenha sido realizado
nenhuma tentativa de identificacdo de caracteristicas morfologicas dos
esporos ou estudos filogenéticos do patégeno. Como os isolados de
Colletotrichum oriundos de frutos mumificados foram patogénicos a plantas
de pinha no teste de patogenicidade e apresentou sintomas tipicos de
antracnose, a mumificacdo pode ser uma resposta da planta hospedeira frente
a associa¢do de mais de um patdgeno e, provavelmente ndo ser causada apenas
por espécies de Colletotrichum, uma vez que de isolamento de frutos com
sintoma de antracnose, cresceu somente fungos pertencentes ao género
Colletotrichum.

De acordo com Freire et al. (2003), as anonaceas estdo entre as
frutiferas tropicais mais comumente afetadas por Lasiodiplodia theobromae
(Botryodiplodia theobromae). Este fungo era considerado um patégeno fraco,
mas nos ultimos anos levantou-se a hipétese que ele tenha evoluido em
patogenicidade em consequéncia das pressdes ambientais, especialmente nas
regides semi-aridas, onde as condicGes climaticas Ihes sdo muito favoraveis.
Para que esta ocorréncia seja confirmada e esclarecida, estudos relacionados
devem ser desenvolvidos para que se possa minimizar os danos provocados
pelo patégeno.

Das espécies identificadas neste estudo, apenas C. fructicola e C.
nymphaeae ndo haviam sido descritas, a nivel mundial, associadas com
espécies de Annona. Colletotrichum fructicola foi originalmente descrita
provocando doenca em frutos de café na Tailandia (Prihastuti et al., 2009).

Esta espécie foi também encontrada como um enddéfito em vérias partes de
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plantas na América central (originalmente descrita como C. ignotum (Rojas et
al., 2010)). Colletotrichum fructicola é biologicamente e geograficamente
diverso. A espécie é atualmente conhecida associada a Coffea arabica
(Tailéndia), Pyrus pyrifolia (Japdo), Limonium (Israel), Malus domestica e
Fragaria x ananassa (Israel), Malus domestica e Fragaria x ananassa (EUA),
Persea americana (Australia), Ficus (Alemanha), Malus domestica (Brasil),
Dioscorea (Nigéria), Theobroma e Tetragasrtis (Panama), Vitis (china) e
Mangifera indica (Brasil) (Weir et al., 2012; Lima et al., 2013).

Colletotrichum nymphaeae foi originalmente descrita provocando
doenca em folhas de Nymphaea alba na Holanda (Van Der AA, 1978). Esta
espécie também é biologicamente e geograficamente diversa. Ja foi
anteriormente descrita em Fragaria x ananassa (Sul da Africa, Espanha,
Reino Unido e EUA), Fragaria sp. (Espanha e EUA), Fragaria vesca (Reino
Unido), Leucaena sp. (México), Mahonia aquifolium (Italia), Malus pumila
(Brasil), Nuphar luteum (Holanda), Nymphaea (Holanda), Oenothera sp.
(Holanda), Olea europaea (Portugal), Pelargonium graveolens (India),
Photinia sp. (EUA), Protea sp. (Australia), Protea spp. (Sul da Africa),
Phaseolus sp. (Holanda) e Malus domestica (Brasil) (Velho & Stadnik, 2014;
Damm et al., 2012a).

Colletotrichum karstii foi recentemente relatada em graviola na
Colémbia (Alvarez et al., 2014). Esta espécie ocorre em muitas plantas
hospedeiras e é a mais comum e geograficamente diversa no complexo de
espécies C. boninense ocorrendo em folhas de Vanda sp. (Yang et al., 2011)
e em folhas de Citrus (Peng et al., 2012). Varios isolados de Passiflora edulis
no Brasil, que foram inicialmente identificados como C. boninense (Tozze
Janior et al., 2010), foram mais tarde revelados serem C. karstii por sequéncias
GAPDH. Esta espécie foi também relatada recentemente em Mangifera indica
na Australia (Damm et al., 2012b) e no Brasil (Lima et al., 2013).

Colletotrichum theobromicola j& havia sido relatada em associagédo a
antracnose de espécies de anonaceas na Colémbia, Panama e no México
(Alvarez et al., 2014; Rojas et al., 2010; Villanueva-Arce et al., 2008).
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Descrita inicialmente em associacdo a folhas de Theobroma cacao (Rojas et
al., 2010), é amplamente distribuida em regifes tropicais e subtropicais em
uma ampla gama de hospedeiros (Weir et al., 2012; Alvarez et al., 2014;
Kamei et al., 2014).

Colletotrichum gloeoporioides stricto sensu, até entdo considerado o
agente mais importante de antracnoses em uma vasta gama de hospedeiras, foi
originalmente descrito em associagdo a antracnose de Citrus sinensis na Italia.
E também relatado ocorrendo nesta espécie hospedeira nos EUA, Nova
Zeléndia e no Norte da Tailandia. O patégeno é descrito em associagdo com
Carya illinoinensis (Australia), Ficus sp. (Nova Zelandia), Mangifera indica
(Sul da Africa), Pueraria lobata (EUA), Annona muricata (Colémbia),
Syzygium (Norte da Tailandia), Coffea arabica (Tailandia) e Annona spp.
(Brasil) (Weir et al., 2012; Alvarez et al., 2014).

O isolado CAA2 foi o unico escolhido representando o grupo
monofilético Colletotrichum sp.1 a partir da filogenia por meio do gene
GAPDH e, portanto, ndo foi possivel concluir nada a seu respeito na analise
filogenética multigénica, sendo necesséria a analise conjunta de mais isolados
e avaliagdo de outras regibes génicas como, por exemplo, a utilizacdo do
marcador ApMat e do gene glutamina sintetase (GS) que tem sido util na
discriminacao de espécies dentro do complexo ‘gloeoporioides’ (Sharma et
al., 2013; Liu et al., 2015) e que podera auxiliar em sua identificagcdo. Os
isolados CAA95 e CAAS também ndo foram filogeneticamente resolvidos a
partir destes genes estudados, sendo necessaria a analise de outras regides
génicas como, por exemplo, quitina sintetase 1 (CHS-1), histona 3 (HIS3) e
calmodulina (CAL) (Damm et al., 2012a, 2012b) para melhor entendimento a
respeito da sua identidade.

Os caracteres morfoldgicos e culturais recorridos para caracterizagdo
dos isolados de Colletotrichum oriundos de anonaceas neste estudo, ndo
geraram informacdes suficientes para determinar a separagéo dos isolados a
nivel de espécies e de complexos. Isto retrata a instabilidade de tais caracteres

sozinhos na identificacdo de espécies de Colletotrichum. Como sdo
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manifestados em virtude da resposta genotipica do individuo frente a
determinadas condigdes do ambiente e, existe ainda uma deficiéncia na
padronizacdo de métodos para o seu estudo, a variagao dentro de uma mesma
espécie tende a ocorrer, mesmo em um Unico isolado, dificultando a
determinacgdo de um marcador morfol6gico capaz de distingui-lo dos demais
individuos. A variabilidade observada quando sdo avaliados esporos
provenientes de uma Unica estrutura, por exemplo, esporos provenientes da
conidiomata, é minimizada, mas ainda assim existe, retratando provavelmente
uma caracteristica no proprio geno6tipo do individuo.

Caracteres culturais e morfologicos sozinhos falham na identificacao
de espécies de Colletotrichum (Phoulivong et al., 2010; Alvarez et al., 2014;
Lima et al., 2013). Entretanto, tais caracteres ndo devem ser abandonados em
estudos do género, porque eles fornecem a base inicial para demais estudos,
seja eles moleculares, testes bioquimicos ou cruzamentos. Phrihastuti et al.
(2009), estudando isolados de Colletotrichum que causam doenca nos frutos
do cafeeiro, conseguiram correlacionar morfotipos com espécies
filogenéticas. Estudos futuros, portanto, devem dar maior enfoque na
padronizacdo de métodos para estudos destes caracteres, com o intuito de
reduzir a grande influéncia do ambiente no fenétipo do individuo.

Testes de patogenicidade sdo importantes para verificar se uma
espécie particular de Colletotrichum é especifica a uma determinada planta
hospedeira, ou se possui uma ampla gama de hospedeiras (Cai et al., 2009),
além de permitir atribuir ao patégeno a causa de uma determinada doenca.
Neste estudo, isolados de Colletotrichum foram obtidos de varias hospedeiras,
exploradas comercialmente e nativas, e submetidos ao teste de patogenicidade
em mudas de pinha (Annona squamosa), 0s resultados obtidos comprovam a
patogenicidade cruzada das espécies identificadas e confirmam o agente
causal da doenca antracnose em anonaceas. Devido as mudas de pinha
utilizadas neste estudo terem sido obtidas de sementes, e a pinheira ser uma
espécie albgama, acredita-se que haja uma alta variabilidade genética dentro

da espécie vegetal e, portanto, ndo houve comparacdo da severidade entre as
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espécies identificadas e isolados do patdgeno utilizados no teste. Isto é
justificAvel porque o desenvolvimento de lesdes de antracnose pode ser
influenciado pela temperatura, duracéo do periodo de molhamento, densidade
de inéculo, gendtipo do hospedeiro e também do préprio patégeno (Freeman
etal., 1998).

A correta identificacdo do(s) agente(s) causal(is) de uma determinada
doenca é essencial para decisdes quarentenarias, no melhoramento de plantas,
e no manejo e controle do patégeno (Cai et al., 2009). A antracnose é a doenca
mais importante das anonaceas no Brasil e a correta identificagdo do seu
agente etioldgico serd util no entendimento do ciclo de vida do patégeno e em
estudos epidemioldgicos, contribuindo para minimizar os danos provocados

pelo patégeno na cultura, sejam eles em campo ou na pos-colheita.
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6 CONCLUSOES

A antracnose de varias espécies de Annona localizadas nas diferentes
regibes estudadas, € causada pelas espécies C. gloeosporioides stricto sensu,
C. fructicola, C. theobromicola, C. karstii e C. nymphaeae.

Espécies de Colletotrichum encontradas em anonéceas exploradas
comercialmente sdo também encontradas em espécies nativas.

A filogenia multigene de ACT, TUB2 e GAPDH permitiu a
delimitacdo destas espécies em grupos monofiléticos com alto suporte.

A maioria dos isolados estudados neste trabalho pertencem ao
complexo de espécies C. gloeoporioides (20 isolados), seguido do complexo
‘acutatum’ (0ito isolados) e complexo ‘boninense’ (trés isolados).

Caracteres morfol6gicos e da cultura ndo foram informativos o
suficiente para distingdo de espécies de Colletotrichum e complexos.

Os isolados de Colletotrichum provenientes da pinha, graviola,
condessa, atemdia, marolo e duas hospedeiras nativas ndo identificadas foram

patogénicos a pinheira.
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