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RESUMO

Tozze Jinior, H.J.; Firmino, A.C.; Fischer, I.H.; Furtado, E.L.; Massola Junior, N.S. Caracterizagdo de isolados de Colletotrichum spp. associados

as frutiferas no Estado de Sao Paulo. Summa Phytopathologica, v.41, 1.4, p.270-280, 2015.

O Estado de Sao Paulo é um dos maiores produtores de frutas no
Brasil. A competitividade no comércio internacional de frutas demanda
a minimiza¢do de danos pds-colheita, especialmente os causados pela
antracnose. Para o controle eficaz da antracnose em uma regio ¢ necessario
conhecer quais espécies estdo associadas a cada hospedeiro e qual a
variabilidade dos agentes causais. Este trabalho objetivou caracterizar e
identificar isolados de Colletotrichum de frutiferas cultivadas no Estado
de Sado Paulo, Brasil. Foram analisados 93 isolados obtidos de abacate,
manga, maracuja e péssego, por meio de morfometria de conidios e

Palavras-chave: Pos-colheita; Antracnose; Abacate; Manga; Maracuja; Péssego.

coldnias e analise molecular (amplificagdo por PCR com oligonucleotideos
espécie-especificos e analise de sequéncias de nucleotideos das regides
ITS e B-tubulina). Alta variabilidade morfométrica foi observada entre
os isolados. A analise molecular indicou que, no Estado de Sao Paulo, as
antracnoses do abacate, manga, maracuja e péssego podem ser causadas
por diferentes espécies do complexo C. gloeosporoides, revelando também
a presenca de C. boninense associada a antracnose do maracuja e de
espécies ndo identificadas dos complexos C. acutatum e C. gloeosporioides
causando antracnose em péssego.

ABSTRACT

Tozze Junior, H.J.; Firmino, A.C.; Fischer, I.H.; Furtado, E.L.; Massola Janior, N.S. Characterization of Colletotrichum spp. isolates associated
with fruit trees in the state of Sdo Paulo. Summa Phytopathologica, v.41,n.4, p.270-280, 2015.

The state of Sao Paulo is one of the largest fruit producers in Brazil.
Competitiveness in the international trade in fruits has demanded the
minimization of postharvest damage, especially that caused by anthracnose. For
the effective control of anthracnose in a certain region, it is necessary to know
which species are associated with each host and the variability of the causal
agents. This study aimed to characterize and identify Colletotrichum isolates
from fruit trees grown in the state of Sao Paulo, Brazil. A total of 93 isolates
obtained from avocado, mango, passion fruit and peach were analyzed according

to conidium and colony morphology and molecular analysis (PCR amplification
with species-specific primers and analysis of nucleotide sequences of the ITS
regions and B-tubulin). There was high morphometric variability among isolates.
Molecular analysis indicated that, in the state of Sdo Paulo, anthracnose of
avocado, mango, passion fruit and peach can be caused by different species of
the C. gloeosporoides complex, also revealing the presence of C. boninense
associated with passion fruit anthracnose and unidentified species of C. acutatum
and C. gloeosporioides complexes causing anthracnose in peach.

Additional key-words: Postharvest; anthracnose; avocado; mango; passion fruit; peach.

O género Colletotrichum, responsavel por doencas conhecidas
como antracnoses, ¢ considerado um dos mais importantes grupos
de fungos fitopatogénicos do mundo (10). Esses fungos estdo
distribuidos principalmente em regides tropicais e subtropicais
e afetam especialmente a producdo de frutas (8). A antracnose ¢
freqiientemente causada por mais de uma espécie de Colletotrichum.
O abacateiro, por exemplo, pode ser infectado por C. gloeosporioides
(Penz.) Penz. & Sacc., C. acutatum J.H. Simmonds e por C.
boninense Moriwaki, Toy. Sato & Tsukib. (5, 23) que também
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causam antracnose em maracuja (3, 14, 27). Por sua vez, a manga
e 0 péssego sdo hospedeiros tanto de C. gloeosporioides como de
C. acutatum (1, 2, 6, 12,16, 22).

A ocorréncia de duas ou mais espécies de Colletotrichum
parasitando um mesmo hospedeiro dificulta o controle da antracnose.
Este fato se deve ao comportamento diferenciado entre espécies, como
ja foi verificado para a antracnose do pimentdo no Brasil, que pode ser
causada por cinco espécies distintas de Colletotrichum com reagdes
diferentes aos fungicidas utilizados no seu controle (26). Desta forma,
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para cada doencga, ¢ importante conhecer quais espécies do agente
causal ocorrem, quais predominam, e qual a variabilidade intra e
inter-especifica do patdgeno, regionalmente.

Os estudos de caracteriza¢do baseados na integracdo de
métodos sdo fundamentais para que se identifique corretamente e se
conhec¢a a amplitude da variabilidade existente entre isolados de um
determinado patdgeno, fornecendo subsidios para o desenvolvimento
de medidas de controle eficazes da doenga (7).

Este trabalho objetivou caracterizar e identificar isolados de
Colletotrichum causadores de antracnose em frutiferas no Estado
de Sao Paulo.

MATERIAL E METODOS

Isolados utilizados

Utilizaram-se 93 isolados monosporicos de Colletotrichum spp.
obtidos de abacate, manga, maracuja e péssego coletados no Estado
de Sao Paulo (Tabela 1). Todos os isolados tiveram a patogenicidade
confirmada no hospedeiro de origem por meio de inoculacdes
segundo Cai et al. (7), reproduzindo sintomas tipicos da antracnose.

Caracterizacao morfo-cultural

Discos de BDA Acumedia® com 6 mm de didmetro, contendo
estruturas do fungo, foram retirados das bordas de colonias com 5
dias de cada isolado e transferidos para o centro de placas de Petri
contendo o mesmo tipo de meio. Apds a transferéncia, os isolados
foram incubados nas temperaturas de 15, 20, 25, 30 e 35+1 °C, sob
fotoperiodo de 12 horas, por cinco dias. Diariamente mensuraram-
se didmetros perpendiculares das colonias com paquimetro. A
velocidade média de crescimento da coldnia, expressa em milimetros
por dia, foi utilizada para as analises estatisticas. Apos cinco dias
de cultivo, avaliou-se a coloragdo da colonia e a presenca de
esclerodios, setas e massa de esporos. O experimento foi conduzido
em delineamento inteiramente casualizado, com quatro repetigdes
por tratamento, sendo cada parcela experimental composta por
uma placa. Os dados correspondentes a velocidade de crescimento
da colonia dos isolados foram submetidos a andlise de variancia
¢ as médias foram comparadas por meio do teste de Scott-Knott
ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se o programa Sisvar
(UFLA, Lavras).

A caracterizacdo morfologica foi realizada com laminas
semi-permanentes, preparadas com lactofenol, contendo conidios
obtidos de coldnias de cada isolado, cultivadas em meio de aveia
(40 g de aveia, 15 g de agar, 1 L de agua destilada) por 7 dias,
sob luz constante e temperatura de 25+1 °C. Cem conidios de
cada isolado foram classificados de acordo com os seguintes
formatos: (1) fusiforme, com apices afilados; (2) oblongo, com
apices arredondados; (3) clavado, afilado em uma extremidade e
oblongo na outra; (4) oblongo com constri¢do na regido mediana
(28).0 comprimento, largura e relagcdo entre o comprimento e a
largura dos conidios, foram determinados pela mensuracao de 50
conidios de cada isolado. Para as analises morfologicas foi utilizado
sistema de video-camara instalado em microscopio dptico Opton®,
modelo TA-0124XS. A imagem foi transmitida para computador e
analisada por meio do programa EDN-2, previamente calibrado com
a utilizacdo de lamina micrométrica. Os resultados da morfometria
foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas
por meio do teste de Scott-knott ao nivel de 5% de probabilidade,
utilizando-se o programa Sisvar (UFLA, Lavras).
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Caracterizacio molecular

A extragdo de DNA foi realizada conforme o método desenvolvido
por Murray &Thompson (17). O DNA obtido foi quantificado em
GenQuant (Pharmacia, Biotech, San Francisco, CA, EUA), a razdo
A260nm/A280nm e as suspensdes diluidas até a concentragio de 10 ng
DNA/pL. Areagao de polimerase em cadeia para identificagdo do género
Colletotrichum foi realizada com os oligonucleotideos Cc1F1 (5’-ACC
TAACTG TTG CTT CGG CG-3") e Cc2R1 (5-AAATTT GGG GGT
TTT ACG GC-3”), de acordo com Cullen et al. (9). Para identificagdo
do complexo C. acutatum utilizaram-se os oligonucleotideos Calnt2
(5’-GGG GAA GCC TCT CGC GG-3’) e ITS4 (5’- TCC TCC GCT
TAT TGA TAT GC-3’), conforme Sreenivasaprasad et al. (24). A
identificacdo do complexo C. gloeosporioides foi realizada pelos
oligonucleotideos Cglnt (5’-GGC CTC CCG CCT CCG GGC GG-3")
e ITS4 segundo Mills et al. (16). Os oligonucleotideos Coll (5’-GCC
GTC CCC TGA AAA G-3°) e ITS4, desenvolvidos para uma espécie
de Colletotrichum nio identificada que ocorre em algumas frutiferas
na Colémbia e que amplificaram fragmentos de DNA de isolados do
complexo C. boninense no trabalho de Pileggi et al. (20) foi utilizado de
acordo com Afanador-Kafuri et al. (2). Apds a amplificagdo, os produtos
das PCRs foram aplicados em gel de agarose 1% contendo 0,5 nL/mL
de brometo de etidio. A corrida eletroforética foi realizada em corrente
constante de 5 volts/cm por 1 h. As bandas de DNA foram visualizadas
em transiluminador de ultravioleta e fotografadas. Todas as analises
foram realizadas utilizando-se amostras de DNA de isolados padrdes
das espécies C. acutatum (TUT-137), C. gloeosporioides (AVO-33-4B)
e Colletotrichum sp. (Man-76), o qual reage com os oligonucleotideos
Coll/ITS4 (2).

Para a analise das sequéncias de nucleotideos, isolados
representativos dos hospedeiros estudados tiveram a regido ITS-5.8S
rDNA amplificada com os pares de oligonucleotideos ITS 1 (5" TCC
GTA GGT GAA CCT GCG G 37) e ITS 4, que geram um fragmento
de aproximadamente 600 pb (29). A regiao do gene da B-tubulina foi
amplificada com os oligonucleotideos Bt2-F (5"GGT AAC CAAATC
GGT GCT GCTTTC 3") e Bt2-R (§'ACC CTC AGT GTA GTGACC
CTT GGC 3"), gerando um fragmento de aproximadamente 500 pb (13).
Para sequenciamento dos fragmentos amplificados, 100 pL do produto
de PCR foi purificado com o Kit SV Gel and PCR Clean UP system
(Promega®). O sequenciamento foi realizado pela empresa Macrogen,
Seul, Coréia do Sul, utilizando-se o kit BigDye® terminator v3.1 cycle
sequencing, em sequenciador automatico ABI 3730 XL (Applied
Biosystems). As sequéncias obtidas foram editadas usando o programa
BioEdit Sequence Alignment Editor (1997-2005), concatenadas com o
auxilio do programa Mega 5.05 e alinhadas pelo Clustal W. A arvore
filogenética foi construida pelo programa Mega 5.05 usando o modelo
de comparacdo Neighbor-Joining com o método “p-distance” (18). A
consisténcia dos agrupamentos foi verificada com bootstrap de 10.000
replicagdes. Sequéncias de isolados pertencentes a diferentes espécies
foram obtidas do GenBank ¢ utilizadas na analise (Tabela 2).

RESULTADO E DISCUSSAO

Caracterizacio morfo-cultural

As colonias, apos cinco dias de cultivo a 25 °C sob fotoperiodo
de 12 horas, apresentaram crescimento denso e cotonoso. Para 60,2%
dos isolados o micélio demonstrou-se predominantemente branco-
acizentado, enquanto os demais isolados produziram colénias com
micélio cinza (Figura 1). O reverso da colonia foi predominantemente
castanho para 86,0 % dos isolados, salmao para 12,9% dos isolados e
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Tabela 1. Denominagao, hospedeiro, municipio de origem e ano de coleta de isolados de Colletotrichum spp. obtidos de frutos com sintomas de
antracnose.

Denominacao Hospedeiro Municipio de origem Ano de Coleta Denominacao Hospedeiro Municipio de origem Ano de Coleta
AV-01 Abacate Itapetininga, SP 2008 MN-49 Manga Borborema, SP 2009
AV-02 Abacate Itapetininga, SP 2008 MN-50 Manga Jau, SP 2009
AV-03 Abacate Olimpia, SP 2008 MN-51 Manga Jaboticabal, SP 2009
AV-04 Abacate Piracicaba, SP 2008 MN-52 Manga Borborema, SP 2009
AV-05 Abacate Bauru, SP 2008 MN-53 Manga Bauru, SP 2009
AV-06 Abacate Bauru, SP 2008 MN-54 Manga Bauru, SP 2009
AV-07 Abacate Limeira, SP 2008 MN-55 Manga Monte Alto, SP 2009
AV-08 Abacate Piracicaba, SP 2008 MN-56 Manga Magda, SP 2009
AV-09 Abacate Olimpia, SP 2008 MN-57 Manga Cabralia Paulista, SP 2009
AV-10 Abacate Bernardino de Campos, SP 2008 MN-58 Manga Botucatu, SP 2009
AV-11 Abacate Bauru, SP 2008 PS-59 Maracuja Adamantina, SP 2007
AV-12 Abacate Limeira, SP 2008 PS-60 Maracuja Bauru, SP 2010
AV-13 Abacate Bernardino de Campos, SP 2008 PS-61 Maracuja Jau, SP 2007
AV-14 Abacate Bauru, SP 2008 PS-62 Maracuja Valinhos, SP 2007
AV-15 Abacate Dois Corregos, SP 2008 PS-63 Maracuja Bariri, SP 2007
AV-16 Abacate Itapetininga, SP 2008 PS-64 Maracuja Campinas, SP 2007
AV-17 Abacate Piracicaba, SP 2008 PS-65 Maracuja Campinas, SP 2007
AV-18 Abacate Piracicaba, SP 2008 PS-66 Maracuja Irapuru, SP 2007
AV-19 Abacate Olimpia, SP 2008 PS-67 Maracuja Valinhos, SP 2007
AV-20 Abacate Jardinépolis, SP 2008 PS-68 Maracuja Irapuru, SP 2007
AV-21 Abacate Dois Corregos, SP 2008 PS-69 Maracuja Adamantina, SP 2007
AV-22 Abacate Bernardino de Campos, SP 2008 PS-70 Maracuja Pacaembu, SP 2007
AV-23 Abacate Limeira, SP 2008 PS-71 Maracuja Bauru, SP 2007
AV-24 Abacate Bernardino de Campos, SP 2008 PE-72 Péssego Paranapanema, SP 2010
AV-25 Abacate Bernardino de Campos, SP 2008 PE-73 Péssego Paranapanema, SP 2010
AV-26 Abacate Dois Corregos, SP 2008 PE-74 Péssego Botucatu, SP 2010
AV-27 Abacate Jardinopolis, SP 2008 PE-75 Péssego Botucatu, SP 2010
AV-28 Abacate Olimpia, SP 2008 PE-76 Péssego Botucatu, SP 2010
AV-29 Abacate Itapetininga, SP 2008 PE-77 Péssego Botucatu, SP 2010
AV-30 Abacate Jardinopolis, SP 2008 PE-78 Péssego Marilia, SP 2010
MN-31 Manga Jaboticabal, SP 2009 PE-79 Péssego Marilia, SP 2010
MN-32 Manga Bauru, SP 2009 PE-80 Péssego Marilia, SP 2010
MN-33 Manga Cabralia Paulista, SP 2009 PE-81 Péssego Pindorama, SP 2010
MN-34 Manga Monte Alto, SP 2009 PE-82 Péssego Bauru, SP 2010
MN-35 Manga Magda, SP 2009 PE-83 Péssego Bauru, SP 2010
MN-36 Manga Sao José do Rio Preto, SP 2009 PE-84 Péssego Paranapanema, SP 2010
MN-37 Manga Borborema, SP 2009 PE-85 Péssego Paranapanema, SP 2010
MN-38 Manga Bauru, SP 2009 PE-86 Péssego Paranapanema, SP 2010
MN-39 Manga Monte Alto, SP 2009 PE-87 Péssego Pindorama, SP 2010
MN-40 Manga Cabralia Paulista, SP 2009 PE-88 Péssego Bauru, SP 2010
MN-41 Manga Magda, SP 2009 PE-89 Péssego Pindorama, SP 2010
MN-42 Manga Jau, SP 2009 PE-90 Péssego Pindorama, SP 2010
MN-43 Manga Borborema, SP 2009 PE-91 Péssego Bauru, SP 2010
MN-45 Manga Catanduva, SP 2009 PE-92 Péssego Paranapanema, SP 2010
MN-46 Manga Monte Alto, SP 2009 PE-93 Péssego Pindorama, SP 2010
MN-47 Manga Sao José do Rio Preto, SP 2009 PE-94 Péssego Paranapanema, SP 2010
MN-48 Manga Jau, SP 2009
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Tabela 2. Sequéncias de nucleotideos obtidas do GenBank de isolados representativos de espécies utilizadas na analise filogenética.

Acesso
Espécie Isolado Hospedeiro Origem
ITS p-tubulina
C. siamense ICMP17795 JX010162 JX010393 Malus domestica USA
C. siamense ICMP18578 JX010171 1X010404 Coffea arabica Tailandia
C. fructicola ICMP18581 JX010165 JX010405 Coffea arabica Tailandia
C. fructicola CBS125397 JX010173 JX010409 Tetragastris paramensis Panama
C. queenslandicum ICMP1778 J1X010276 JX010414 Carica papaya Australia
C. alienum ICMP12071 JX010251 JX010411 Malus domestica Nova Zelandia
C. salsolae ICMP19051 J1X010242 JX010403 Salsola tragus Hungria
C. aeschynomenes ICMP17673 JX010176 JX010392 Aeschynomene virginica USA
C. tropicale CBS124949 J1X010264 JX010407 Theobroma cacau Panama
C. asianum ICMP18580 FJ972612 J1X010406 Coffea arabica Tailandia
C. gloeosporioides IMI356875 JX010152 JX010445 Citrus Italia
C. musae CBS116870 JX010146 HQ596880 Musa sp. USA
C. musae ICMP17817 JX010142 JX010395 Musa sp. Quénia
C. theobromicola ICMP17814 JX010288 JX010379 Fragaria vesca USA
C. clidemiae ICMP18658 JX010265 JX010438 Clidemia hirta USA
C. psidii CBS14529 JX010219 1X010443 Psidii sp. Italia
C. kahawae ICMP18539 JX010230 J1X010434 Olea europaea Australia
Glomerella cingulata f. sp. camelliae ICMP10643 JX010224 JX010436 Camellia x williamsii Reino Unido
Glomerella cingulata f. sp. camelliae ICMP18542 JX010223 JX010429 Camellia sasanqua USA
C. horii NBRC7478 GQ329690 JX010450 Diospyros kaki Japao
C. horii ICMP12942 GQ329687 JX010375 Diospyros kaki Nova Zelandia
C. xanthorrhoeae BRIP45094 JX010261 JX010443 Xanthorrhoea preissi Australia
C. alatae CBS304.67 JX010190 JX010383 Dioscorea alata india
C. boninense C01139 GU935881 GU935901 - -
C. acutatum CBS112996 JQO005776 JQO005839 Carica papaya Australia
C. paxtonii CPC18868 JQ948285 JQ959606 Musa sp. Santa Lucia
C. simmondsii CBS122122 JQ948276 JQ949597 Carica papaya Australia
C. cosmi CBS853.73 JQ948274 JQ949595 Cosmos sp. Holanda
C. walleri CBS125958 JQ948245 1Q949896 - -
C. indonesiense CBS127551 JQ948288 JQ949609 Eucalyptus sp. Indonésia
C. guajavae IMI350839 JQ948270 JQ949591 Psidium guajava India
C. brisbanense CBS292.67 JQ948291 JQ949612 Capsicum annum Australia
C. sloanei IMI364297 JQ948287 JQ949608 Theobroma cacau Malasia
C. nymphaeae CBS112202 J1Q948234 JQ949555 Fragaria sp. Espanha

um unico isolado (AV-22) produziu colonias com reverso cinza. Nao
foram detectados esclerodios e setas nas colonias e 29% dos isolados
produziram massas conidiais, de cor laranja (Tabela 3).

O maior desenvolvimento das coldnias ocorreu a 25 °C, com
excegdo do isolado AV-09, que teve maior crescimento a 30 °C. Em
todas as temperaturas, observou-se grande variabilidade entre isolados,
independente do hospedeiro ou regido de origem. A 25 °C, os isolados
foram classificados em 13 grupos pelo teste de Scott-Knott a 5% de
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probabilidade (Tabela 3). Menor desenvolvimento das coldnias ocorreu
quando incubadas a 35 °C. Entre os isolados de maracuja e péssego,
houve grande variabilidade no crescimento dos isolados a 35 °C. Em
média, as colonias cultivadas a 35 °C cresceram 62,4% menos que as
incubadas a 25 °C para os isolados de maracuja e 45,4% menos para
os isolados de péssego. Os isolados de abacate apresentaram menor
variagdo na taxa de crescimento da coldnia a 35 °C e tiveram redugao
média de 52,9%, quando comparadas as colonias incubadas a 25 °C. Os

273



isolados de manga foram mais sensiveis ao aumento da temperatura de
incubag¢ao e, em média, as colonias cultivadas a 35 °C cresceram 78,9%
menos que as colonias incubadas a 25 °C. Essa caracteristica indica que
os isolados de manga sdo distintos dos isolados das demais frutiferas, o
que pode estar relacionado a especializagdo dos mesmos ao hospedeiro.
Alta variabilidade cultural e presencga de caracteristicas comuns a mais
de uma espécie ou complexo de espécies de Colletotrichum descritas
na literatura (15, 25), como coloragdo das coldnias e massa de esporos,
impossibilitou a clara identificag@o especifica dos isolados com base
exclusivamente nas caracteristicas avaliadas.

Todos os isolados de abacate, manga e maracuja e 14 isolados
de péssego (PE-72, PE-78, PE-79, PE-80, PE-81, PE-84, PE-85,
PE-86, PE-87, PE-89, PE-90, PE-92, PE-93, PE-94) apresentaram
predominancia de conidios retos, hialinos, unicelulares, oblongos
e com apices arredondados (Figura 2), formato descrito com sendo
caracteristico das espécies do complexo C. gloeosporioides (25).
O comprimento médio de conidios variou de 11,7 a 15,7 pm
entre os isolados de abacate, de 11,4 a 15,1 pm entre os isolados
de manga, de 12,2 a 14,8 um entre os isolados de maracuja e de
10,5 a 13,1 pm para os isolados de pességo. A largura média de
conidios variou de 3,3 a 4,0 um entre os isolados de abacate, de
2,9 a 4,1 um para os isolados de manga, de 3,7 a 4,7 um entre os
isolados de maracuja e de 2,9 a 4,1 um para os isolados de péssego.
Quanto as relagdes entre o comprimento e a largura dos conidios,
observaram-se valores entre 3,3 e 4,3 para isolados de abacate,
3,2 e 4,7 para os isolados de manga, de 2,9 a 3,7 para os isolados
de maracuja e de 3,1 a 4,5 para os isolados de péssego.

Os demais isolados de péssego (PE-73, PE-74, PE-75, PE-76,
PE-77, PE-82, PE-83, PE-88 ¢ PE-91) apresentaram predominancia
de conidios retos, hialinos, unicelulares, fusiformes, com apices
afilados (Figura 2), formato descrito como sendo caracteristico
para espécies do complexo C. acutatum (25). Esses isolados
produziram conidios com comprimento médio entre 10,0 e 14,6
pum, largura média entre 3,6 e 4,2 um e relagdo entre o comprimento
¢ largura de 2,8 a 3,8 (Tabela 3).

A morfometria dos conidios também ndo permitiu a
identificacdo de espécies de Colletotrichum. Embora os formatos
de conidios tenha permitido agrupar os isolados em dois grupos,
sugerindo a existéncia de pelo menos duas espécies ou complexos
de espécies, as dimensdes dos conidios mostraram-se sobrepostas
entre esses grupos, dificultando a interpretagdo dos resultados.
Fato similar foi constatado por Andrade et al. (4), em estudo
sobre a antracnose do mamoeiro, os quais verificaram que a
maioria dos isolados apresentaram dimensdes dentro da faixa
em que hé sobreposicdo entre C. gloeosporioides ¢ C. acutatum
impossibilitando a clara identificagao das espécies.

Caracterizacao molecular

O par de oligonucleotideos Cc1F1 e Cc2R1, especificos para
o género Colletotrichum, amplificou um fragmento de DNA de
447 pb para todos os isolados, confirmando que pertencem a
esse género. O isolado padrdo de C. acutatum e nove isolados
de péssego (PE-73, PE-74, PE-75, PE-76, PE-77, PE-82, PE-83,
PE-88, PE-91), que apresentaram formato de conidios similar ao
descrito para o complexo C. acutatum, tiveram fragmentos de DNA
com 490 pb amplificados com o uso do par de oligonucleotideo
Calnt2 ¢ ITS4 (Tabela 4). O isolado padrao de C. gloeosporioides,
todos os isolados de abacate, manga e 14 isolados de péssego (PE-
72, PE-78, PE-79, PE-80, PE-81, PE-84, PE-85, PE-86, PE-87,
PE-89, PE-90, PE-92, PE-93, PE-94) assim como trés isolados de
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maracuja (PS-62, PS-66, PS-68), que apresentaram formato de
conidios similar ao descrito para o complexo C. gloeosporioides,
foram positivos em PCR com os oligonucleotideos Cglnt e ITS4,
os quais amplificaram fragmentos de DNA com 450 pb. Nenhum
isolado teve fragmentos de DNA amplificados em PCR utilizando-
se os oligonucleotideos Coll/ITS4, exceto o isolado Man-76,
utilizado como padrdo positivo para esses oligonucleotideos (2).
Para 10 isolados, todos obtidos de maracuja (PS-59, PS-60, PS-
61, PS-63, PS-64, PS-65, PS-67, PS-69, PS-70, PS-71), ndo houve
fragmentos de DNA amplificados pelos pares de oligonucleotideos
espécie-especificos utilizados nas PCRs.

A analise filogenética das sequéncias nucleotidicas concatenadas
das regides ITS e B-tubulina revelou que os isolados avaliados
apresentam similaridades com isolados pertencentes as espécies
dos complexos C. acutatum, C. gloeosporioides ¢ C. boninense,
cujas sequéncias foram obtidas no GenBank (Figura 3).

Todos os isolados de abacate e de manga compuseram clados
com os isolados das espécies do complexo C. gloeosporioides,
corroborando as analises morfo-culturais e por PCR. Para os
isolados de abacate houve agrupamento entre AV-15 e C. siamense
Prihast., L. Cai & K.D. Hyde, entre AV-05 e C. fructicola Prihast.,
L. Cai & K.D. Hyde, entre AV-22, AV-23 e C. queenslandicum
B.S. Weir & P.R. Johnst., entre AV-27 ¢ C. alienum B.S. Weir
& P.R. Johnst. e entre AV-03 e C. gloeosporioides. Por sua vez,
todos os isolados de manga (MN-45, MN-48, MN-51, MN-57,
MN-58) agruparam no clado de C. asianum Prihast., L. Cai &
K.D. Hyde. Dos isolados de maracuja e péssego identificados por
caracteristicas morfo-culturais e por PCR como sendo pertencentes
ao complexo C. gloeosporioides, foram constatados agrupamentos
dos isolados PS-68 ¢ PE-93 com C. siamense, de PS-62 com C.
queenslandicum e de PS-66 com C. asianum.

Os isolados de maracuja PS-59, PS-63 e PS-64, que ndo tiveram
fragmentos de DNA amplificados por PCR com oligonucleotideos
especifico, agruparam no clado com C. boninense (C01139), com
alto suporte bootstrap.

Os isolados de péssego PE-72 e PE-92 agruparam com isolados
do complexo C. gloeosporioides e os isolados PE-73 ¢ PE-74
agruparam com isolados do complexo C. acutatum, confirmando
os resultados morfo-culturais e por PCR, porém, ndo compuseram
clados com espécies especificas dentro desses complexos,
indicando que esses isolados sdo geneticamente distintos das
espécies avaliadas neste trabalho.

Analisando conjuntamente os resultados pode-se concluir
que as caracteristicas morfo-culturais e a identificagdo por PCR
utilizando os oligonucleotideos Cglnt/ITS 4 e Calnt2/ITS4 sdo
uteis como ferramentas complementares para identificagdo dos
complexos de espécies C. gloeosporioides e C. acutatum, porém
ndo sao suficientes para identificacdo precisa das espécies do
género Colletotrichum, assim como ja reportado por outros
autores (7, 15). De acordo com os resultados da caracterizagdo
morfo-cultural e da identificacdo molecular por PCR, apenas
alguns isolados de péssego puderam ser identificados como
pertencentes ao complexo de espécies C. acutatum ¢ a maioria
dos isolados pode ser classificado no complexo de espécies C.
gloeosporioides, que esteve associado a antracnose das quatro
espécies frutiferas avaliadas. A espécie C. gloeosporioides ¢
considerada por alguns autores como sendo o unico agente
causal da antracnose do abacate, manga e maracuja no Brasil (11,
19, 21). Entretanto, a analise filogenética das regides ITS-5.8S
rDNA e B-tubulina indicou que, no Estado de S@o Paulo, outras
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Tabela 3. Caracteristicas culturais e morfoldgicas de isolados de Colletotrichum spp. obtidos de abacate, manga, maracuja e péssego coletados

no Estado de Sao Paulo.

Formato dos

Taxa de crescimento da colonia(mm/dia) Coloracio da colonia Massa Dimensdes dos conidios
Isolado conidios® (%)
(superior/inferior) lial®
15°C 20°C  25°C 30°C 35°C Comprimento (pm) Largura (um) Comp./Larg. 1 2 3 4
AV-0l 64 a' 85 b 94 h 91 e 57 e branca acinzentada / castanho - 134 ¢ (103-172) 39 e (2948 35 e (2350 0 97 0 3
AV-02 45 f 81 ¢ 123 b 98 ¢ 51 f branca acinzentada / castanho - 11,8 e (95143) 35 g (2940 34 e (2,649 0 92 4 4
AV03 53 ¢ 85 b 94 h 86 f 53 f cinza / castanho a cinza + 133 ¢ (11,0-154) 40 d (3,744 34 e (2542 0 8 5 8
AV-04 47 e 69 f 102 g 79 h 78 b branca acinzentada / castanho - 123 e (103-143) 37 f (3351 33 f (2343 1 8 7 3
AV-05 49 e 69 f 123 b 95 d 79 b cinza claro / castanho a cinza + 129 d (951500 38 e (2944 34 e (2451 0 8 7 8
AV-06 53 ¢ 83 ¢ 108 ¢ 89 e 53 f  brancaacinzentada/ castanho - 13,1 ¢ (11,0-154) 39 e (3348 34 e (2547 0 9% 2 2
AV07 57 b 79 d 122 b 98 ¢ 50 f  brancaacinzentada/ castanho - 122 ¢ (95-172) 33 i (2940 37 d (2453 0 8 5 38
AV-08 58 b 78 d 104 f 78 h 3,6 h brancaacinzentada/branca a salmio + 12,1 e (10,3-143) 3,7 f (2,644 33 f (2,54,6) 0 76 6 18
AV-09 6,7 a 87 b 94 h 98 ¢ 6,6 ¢ branca acinzentada / castanho - 123 ¢ (95-172) 35 h (2655 36 d (23-56) 0 8 7 4
AV-10 43 f 85 b 10l g 86 f 40 h branca acinzentada / castanho - 127 d (95180) 36 f (2951) 35 e (2649 0 8 4 8
AV-11 58 b 80 c 108 ¢ 86 f 26 i branca acinzentada / castanho - 1,7 £ (95132) 36 f (2944 33 f (2545 0 98 0 2
AV-12 42 f 7,7 d 102 g 84 f 35 h cinza claro / castanho a cinza - 131 ¢ (88-154) 38 e (2951) 35 e (2442 0 79 6 15
AV-13 45 f 81 ¢ 126 a 96 ¢ 32 i cinza claro / castanho a cinza + 157 a (125-19,1) 3,7 f (2944 43 b (3057 0 9 1 4
AV-14 57 b 85 b 9,7 h 85 f 60 d branca acinzentada / salmdo + 133 ¢ (11,0-154) 36 f (29400 37 d (3053 0 9% 2 2
AV-15 49 d 78 d 11,5 ¢ 10,1 a 50 f  brancaacinzentada/ castanho - 133 ¢ (11,0-150) 37 f (3344 36 d (27460 0 8 4 8
AV-16 51 d 9,1 a 11,6 ¢ 10,1 a 4,1 h cinza claro / castanho a cinza + 12,7 d (95-165) 38 e (2948 33 f (2645 0 97 0 3
AV-17 35 i 60 h 82 j 65 k 69 ¢ cinza claro / salmdo + 11,9 e (95143) 36 g (2640 33 f (2443 0 8 5 6
AV-18 45 f 88 a 11,6 ¢ 93 d 20 j branca acinzentada / castanho - 134 ¢ (95154 37 f (3344 36 d (2647 0 95 2 3
AV-19 37 h 44 k 104 f 99 b 62 d  brancaacinzentada/ castanho - 123 e (103-143) 36 g (2944 35 e (2543 0 9% 0 4
AV20 45 f 80 ¢ 11,6 ¢ 93 d 58 e branca acinzentada / castanho - 128 d (103-19.8) 33 i (2655 38 ¢ (3149 0 8 5 7
AV-21 56 b 82 ¢ 122 b 102 a 70 ¢ cinza claro / castanho a cinza + 142 b (11,7-172) 35 h (2940 41 ¢ (3153 0 9% 0 4
AV-22 46 f 73 e 112 d 100 b 56 e cinza / cinza + 126 d (951500 36 g (2940) 35 e (2646 0 8 5 6
AV-23 52 ¢ 85 b 123 b 83 g 51 f cinza / castanho a cinza - 120 e (95-154) 36 g (2944 34 e (2649 0 9% 0 6
AV24 37 h 60 h 82 j 81 g 34 h branca acinzentada / castanho - 13,5 ¢ (11,0-16,5) 39 e (3751 35 e (2,549 0 98 0 2
AV25 42 f 71 e 102 g 94 d 53 f branca acinzentada / castanho - 13,1 ¢ (10,3-172) 3,7 f (2951) 36 d (2,549 0o 77 8 15
AV-26 50 d 89 a 128 a 103 a 45 g branca acinzentada / castanho - 132 ¢ (11,0-180) 34 h (2,644 39 ¢ (2,549 0 9 4 6
AV-27 59 b 85 b 11,1 d 86 f 62 d  brancaacinzentada/ castanho - 140 b (11,0-165 38 e (3,744 37 d (2545 0 94 2 4
AV-28 54 ¢ 80 ¢ 127 a 95 d 71 ¢ branca acinzentada / castanho - 132 ¢ (103-172) 38 e (2948 35 e (25560 0 98 0 2
AV-29 37 h 65 g 93 h 70 i 56 e branca acinzentada / salmao + 145 b (11,0-180) 3,7 f (2944 40 ¢ (3054 0 9 0 10
AV-30 51 d 75 e 11,3 d 103 a 22 j cinza / castanho a cinza - 132 ¢ (103-172) 37 f (2940 36 d (2847 0 9% 1 5
MN-31 48 ¢ 78 d 90 i 701 i 18 j branca acinzentada / castanho - 142 b (11,0-183) 38 e (2948 38 ¢ (2547 3 8 6 7
MN-32 36 i 68 f 96 h 86 f 1,6 k cinza claro / castanho a cinza - 150 a (125-17,6) 39 e (2944 39 ¢ (2860 0 95 3 2
MN-33 34 i 72 e 114 d 80 g 1,8 j branca acinzentada / castanho - 132 ¢ (103-154) 41 d (3344 33 f (2340 3 8 5 6
MN-34 33 i 541 70 1 61 1 1,7 k  brancaacinzentada/ castanho - 142 b (11,7169 37 f (3348 38 ¢ (2749 0 93 3 4
MN-35 51 d 80 c¢c 124 b 81 g 1,6 k  brancaacinzentada/ castanho - 133 ¢ (103-169) 37 f (2951) 37 d (2650 2 8 6 3
MN-36 41 g 66 g 102 g 81 g 16 k  brancaacinzentada/ castanho - 149 a (11,0-19.8) 36 g (2948 43 b (2864 0 9% 3 7
MN-37 28 j 64 g 100 g 71 i 1,5 k  brancaacinzentada/ castanho - 124 d (95-183) 30 1 (2248 42 b (2260 0 9% 3 1
MN-38 3,1 j 74 ¢ 100 g 85 f 22 j cinza claro / castanho a cinza - 13,1 ¢ (103-18,7) 37 f (2944 36 d 2757 0 97 3 0
MN-39 41 g 80 ¢ 98 h 70 i 18 j branca acinzentada / castanho - 123 e (95154 37 f (2944 34 e (2542 0 8 11 6
MN-40 47 ¢ 71 ¢ 94 h 87 f 20 j cinza claro / castanho a cinza - 151 a (12,5-183) 34 h (2944 45 a (3459 0 91 6 3
MN41 39 g 84 b 126 a 79 h 14 k branca acinzentada / castanho - 145 b (11,0-169) 3,7 f (3344 39 ¢ (2,747 0 9 6 4
MN-42 39 g 701 e 112 d 71 i 18 j branca acinzentada / castanho + 147 a (11,7-198) 36 g (2944 43 b (2768 0 91 4 5
MN-43 41 g 65 g 100 g 67 k 1,7 k  brancaacinzentada/ castanho - 128 d (8816,1) 33 i (2944 40 ¢ (2455 0 93 2 5
MN-45 33 i 47 j 90 i 62 1 1,6 k  brancaacinzentada/ castanho - 144 b (103-19.8) 3,1 j (2637 47 a (3468 0 8 7T 6
MN-46 28 j 59 h 83 j 64 k 17 k cinza claro / castanho a cinza + 114 £ (88161) 29 1 (2637 39 ¢ (2455 0 93 4 3
MN-47 29 j 541 91 i 53 n L7 k cinza claro / castanho a cinza - 140 b (11,0-18,7) 35 h (2944 40 ¢ (2864 0 91 4 5
MN48 3,7 h 69 f 94 h 68 j 14 k  brancaacinzentada/ castanho - 135 ¢ (95169 32 i (2937 42 b (3358 0 92 3 5
MN-49 39 g 73 e 97 h 60 m 12 k  brancaacinzentada/ castanho - 121 e (103-158) 34 h (2644 36 d (2554 0 9% 4 0
continua...
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Tabela 3. Caracteristicas culturais e morfologicas de isolados de Colletotrichum spp. obtidos de abacate, manga, maracuja e péssego coletados
no Estado de Sao Paulo.

continuagao...
Formato dos
o Taxa de cresci to da colonia( /dia) Coloragio da colonia Massa Dimensdes dos conidios conidios’ (%)
15°C 20°C 25°C 30°C  35°C (superior/inferior) conidial Comnrimento (um) ~ Largura (um) Comp./Larg. 1 2 3 4
MN-50 4,0 g 63 h 10,1 g 85 f 1,9 j  cinzaclaro/ castanho a cinza - 133 ¢ (11,7-147) 33 i (26400 41 ¢ (2957 1 87 6 6
MN-51 44 f 81 ¢ 11,3 d 58 m 25 i branca acinzentada / castanho - 11,7 f (88147 37 f (2944 32 f (2445 0 93 4 3
MN-52 37 h 69 f 112 d 82 g 61 d cinza claro / castanho & cinza - 140 b (11,7-161) 39 e (3348 36 d (2844 0 9 2 3
MN-53 43 f 75 ¢ 104 f 80 g 22 j branca acinzentada / castanho - 149 a (11,7-19.8) 35 h (2944 43 b (2756 0 91 4 5
MN-54 42 f 74 ¢ 108 ¢ 96 ¢ 23 j cinza claro / castanho a cinza - 1,7 f (88147 31 j (2640 37 d (2649 0 8 5 7
MN-55 56 b 69 f 106 f 89 e 4,7 g  brancaacinzentada/ castanho - 114 f (88161) 36 g (2640 33 f (2446 0 93 3 4
MN-56 44 f 83 b 101 g 72 i 32 i branca acinzentada / castanho - 1,8 e (95154 32 i (2644 37 d (2560 0 92 4 4
MN-57 37 i 65 g 79 k 62 1 19 j cinza / castanho a cinza + 119 ¢ (88-136) 34 h (2944 36 d (24406) 0 8 7 8
MN-58 3,1 j 75 e 100 g 65 k 2,1 j branca acinzentada / castanho - 149 a (11,0-19,8) 33 i (2940 46 a (3,1-64) 0 8 3 8
PS-59 32 j 42 k 65 m 46 p 13 k branca acinzentada / salmao - 141 b (11,7-169) 44 b (3751 32 f (2742 0 8 3 10
PS-60 45 f 47 j 82 j 68 j 30 i cinza claro / castanho & cinza - 135 ¢ (11,7-161) 43 ¢ (3751 32 f (2340 0 97 2 1
PS-61 30 j 47 j 65 m 52 o 27 i branca acinzentada / salmao - 141 b (11,7169 42 ¢ (3,748 33 f (2742 0 9% 2 0
PS-62 40 g 76 e 119 ¢ 100 b 46 g cinza claro / castanho a cinza - 138 ¢ (121-165) 40 d (3344 35 e (2841 0 9 3 2
PS-63 38 h 49 j 69 | 54 n 28 i branca acinzentada / salmdo - 144 b (125-169) 47 a (4051 31 g (2638 0 9% 2 0
PS-64 43 f 66 g 110 ¢ 76 h 27 i branca acinzentada / salmdo - 148 a (125-18,0) 47 a (4055 31 g (2538 0 97 2 1
PS-65 30 j 45 j 72 1 66 k 15 k  brancaacinzentada/ castanho - 126 d (103-143) 44 b (3748 29 h (2236 0 9 3 1
PS-66 44 f 74 e 125 a 102 a 73 ¢ cinza claro / castanho a cinza - 13,1 ¢ (99-158) 3,7 f (3340 36 d (2,749 0 93 4 3
PS-67 39 g 56 i 79 k 60 m 30 i branca acinzentada / salmao - 139 b (11,7-183) 44 b (4051 32 f (2542 0 95 3 2
PS-68 34 i 64 g 123 b 97 ¢ 55 ¢ cinza claro / castanho & cinza - 141 b (128-158) 38 e (3344 37 d (2943 0 9% 3 1
PS-69 35 i 49 j 73 1 55 n 17 k branca acinzentada / salmao - 122 ¢ (99-136) 42 ¢ (3748 29 h (2535 o0 91 5 4
PS-70 36 i 49 j 70 1 50 o 28 i branca acinzentada / salmdo - 148 a (132-161) 41 d (3751 37 d (2944 0 9% 7 3
PS-71 36 1 56 i 77 k 77 h 3,6 h cinza claro / castanho a cinza - 134 ¢ (121-165 41 d (3344 33 f (2843 0 92 6 2
PE-72 47 e 77 d 10,7 ¢ 98 ¢ 70 ¢ cinza / castanho a cinza + 109 f (70-143) 33 i (2233 34 e (2156 0 9% 5 5
PE-73 28 j 58 h 68 m 59 m 23 j brancaacinzentada arosa/salmao + 146 b (12,1-169) 38 e (3348 38 ¢ (3051 71 20 8 1
PE-74 20 k 38 1 72 1 59 m 14 k branca acinzentada / castanho + 1,1 £ 88169 39 e (2948 29 h (@251 77 16 7 0
PE-75 19 k 38 1 64 m 47 p 14 k cinza / castanho a cinza + 124 d (103-150) 39 e (3348 32 f (2541 65 26 9 0
PE-76 20 k 39 1 72 1 56 n L5 k branca acinzentada / castanho + 13,7 ¢ (114-158) 42 ¢ (3351 33 f (2243) 8 14 5 1
PE-77 20 k 40 1 73 1 58 m L7 k branca acinzentada / castanho + 123 ¢ (95150 41 d (3351 31 g (2441 73 16 9 2
PE-78 29 j 53 i 11,0 ¢ 88 e 74 ¢ branca acinzentada / castanho - 12,7 d (103-143) 39 e (2948 33 f (2248 0 95 3 2
PE-79 33 i 56 i 104 f 85 f 78 b cinza clara / castanho a cinza + 123 e (103-150) 30 1 (2240 43 b (2862 0 94 4 2
PE-80 3,1 j 55 i 11,0 e 96 c¢ 80 b  brancaacinzentada /castanho - 125 d (103-150) 29 1 (22400 45 a (2862 0 8 7 7
PE-81 23 k 50 j 118 ¢ 73 i 87 a cinza / castanho a cinza + 13,1 ¢ (11,0-158) 39 e (2951) 34 e (2454 0 9% 2 2
PE82 33 i 49 j &1 j 54 n 11 k cinza / castanho a cinza + 12,7 d (114-150) 42 ¢ (3355 31 g (2239 76 19 5 0
PE-83 35 i 47 j 74 1 54 n 13 k cinza clara / castanho a cinza + 100 g (81-139 36 f (2940 28 h (2137 8 12 8 0
PE-84 38 h 65 g 106 f 83 g 78 b cinza / castanho a cinza - 127 d (11,0-165 34 h (2940 38 ¢ (2750 0 97 2 1
PE-85 42 f 65 g 119 b 97 ¢ 72 ¢ cinza clara / castanho a cinza - 11,1 f (84-143) 34 h (2244 34 e (2158 0 9% 4 o6
PE-8 43 f 59 h 11,0 ¢ 92 d 74 ¢ branca acinzentada / castanho - 12,1 e (84-165 36 g (2240 35 e (2175 0 93 3 4
PE-87 51 d 72 e 11,0 e 102 a 72 ¢ branca acinzentada / castanho - 122 e (88-150) 36 g (2648 35 e (2259 0 9 2 3
PE-88 33 i 49 j 68 m 50 o 10 k cinza / castanho a cinza + 133 ¢ (11,0-150) 39 e (3348 34 e (2344 8 11 2 0
PE-89 29 j 76 ¢ 108 ¢ 86 f 92 a branca acinzentada / castanho + 126 d (881500 41 d (3748 31 g (1841 0 8 5 7
PE90 30 j 61 h 11,7 ¢ 97 ¢ 92 a cinza clara / castanho a cinza + 114 £ 84-136) 3,7 f (2,648 32 f (1,953) 2 8 7 8
PE91 35 i 52 i 69 1 42 p L1 k cinza / castanho a cinza + 112 f (92-143) 37 f (2948 31 g (2243 70 17 11 2
PE92 35 i 67 g 94 h 93 d 64 d branca acinzentada / castanho - 122 e (84-150) 36 g (2244 34 e (2249 0 91 4 5
PE93 40 g 56 i 11,0 ¢ 86 f 75 b cinza clara / castanho a cinza - 105 g (7,7-136) 31 j (2237 34 e (2347 0 8 5 o6
PE94 43 f 67 g 121 b 91 ¢ 57 e cinza clara / castanho a cinza - 128 d (881500 36 g (2640 37 d (2259 0 92 5 3
CVeR)*' 5,6 4,0 39 35 11,1 12 11,2 16,6

! Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

%(+) estrutura presente, (-) estrutura ausente.

* Formato: (1) reto, fusiforme, com 4pices afilados; (2) reto, oblongo, com épices arredondados; (3) reto, clavado, afilado em uma extremidade e redondo na outra; (4) reto, com constrigdo.
#Coeficiente de variacdo.
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Figura 1. Aspectos de colénias de diferentes isolados de Colletotrichum spp., cultivadas a 25°C em meio BDA: Colonia branca acinzentada no centro com reverso
salmdo e com massa conidial laranja no centro (a,d), colonia cinza clara com reverso castanho (b,e), colonia cinza com reverso cinza e massas conidiais laranja

em anéis concéntricos (c,f).

g .

Figura 2. Conidios produzidos por isolados de Colletotrichum: (a) retos, hialinos, unicelulares, fusiformes, com apices afilados (PE-88); (b) retos, hialinos,
unicelulares, oblongos e com apices arredondados (AV-30).

espécies do complexo Colletotrichum gloeosporioides também
podem causar antracnose nessas frutiferas. A analise filogenética
revelou, ainda, que trés isolados de maracuja (PS-59, PS-63 ¢
PS-64), escolhidos entre 10 isolados que ndo foram amplificados
por PCR com oligonucleotideos espécie-especificos, pertencem
a espécie C. boninense, ja constatada causando antracnose em
maracuja no Brasil (27). Adicionalmente, a analise filogenética
demonstrou a presenca de isolados de péssego que ndo agruparam
com os isolados das espécies dos complexos C. gloeosporioides e
C. acutatum, indicando a necessidade de realizagao de trabalhos
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complementares para a identificagdo especifica dos isolados
causadores da antracnose do péssego.

Os resultados deste trabalho demonstram a existéncia de
variabilidade fenotipica e genética entre isolados causadores
de antracnose em frutiferas no Estado de Sao Paulo, permitindo
melhor compreensao sobre a etiologia da antracnose do abacate,
manga, maracuja e péssego regionalmente. Essa constatagao ¢ util
para subsidiar o desenvolvimento e ado¢ao de medidas de controle
especificas para as espécies causadoras de antracnose no Estado,
sejam essas medidas de natureza genética, quimica ou cultural.
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Figura 3. Arvore filogenética construida pelo método Neighbor-Joining com sequéncias concatenadas de genes das regides ITS-5.8S rDNA e p-tubulina de isolados
de Colletotrichum spp (bootstrap com 10.000 replicagdes).
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Tabela 4. Identificacdo de isolados de Colletotrichum obtidos de
abacate, manga, maracuja e péssego em reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) utilizando oligonucleotideos espécie-especificos.

Oligonucleotideos™ Oligonucleotideos™

Isolado  CgInt Calnt2 Coll | Isolado CgInt Calnt2 Coll

ITS4 ITS4 ITS4 1TS4 ITS4 1TS4
AVO-33-4B  + - - MN-47 + - -
TUT-137 - + - MN-48 + - -
Man-16 - - +  MN-49 + - -
AV-01 + - - MN-50 + - -
AV-02 + - - MN-51 + - -
AV-03 + - - MN-52 + - -
AV-04 + - - MN-53 + - -
AV-05 + - - MN-54 + - -
AV-06 + - - MN-55 + - -
AV-07 + - - MN-56 + - -
AV-08 + - - MN-57 + - -
AV-09 + - - MN-58 + - -
AV-10 + - - PS-59 - - -
AV-11 + - - PS-60 - - -
AV-12 + - - PS-61 - - -
AV-13 + - - PS-62 + - -
AV-14 + - - PS-63 - - -
AV-15 + - - PS-64 - - -
AV-16 + - - PS-65 - - -
AV-17 + - - PS-66 + - -
AV-18 + - - PS-67 - - -
AV-19 + - - PS-68 + - -
AV-20 + - - PS-69 - - -
AV-21 + - - PS-70 - - -
AV-22 + - - PS-71 - - -
AV-23 + - - PE-72 + - -
AV-24 + - - PE-73 - + -
AV-25 + - - PE-74 - + -
AV-26 + - - PE-75 - + -
AV-27 + - - PE-76 - + -
AV-28 + - - PE-77 - + -
AV-29 + - - PE-78 + - -
AV-30 + - - PE-79 + - -
MN-31 + - - PE-80 + - -
MN-32 + - - PE-81 + - -
MN-33 + - - PE-82 - + -
MN-34 + - - PE-83 - + -
MN-35 + - - PE-84 + - -
MN-36 + - - PE-85 + - -
MN-37 + - - PE-86 + - -
MN-38 + - - PE-87 + - -
MN-39 + - - PE-88 - + -
MN-40 + - - PE-89 + - -
MN-41 + - - PE-90 + - -
MN-42 + - - PE-91 - + -
MN-43 + - - PE-92 + - -
MN-45 + - - PE-93 + - -
MN-46 + - - PE-94 + - -

*Presenga (+) e auséncia (-) de fragmento especifico de DNA amplificado.
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