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Variacao morfocultural e agressividade de Colletotrichum fructicola em um
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Carolinna Vieira de Cisne', Aline Cristina Velho?, Mathias Ferrari Rockenbach® e Marciel Joao Stadnik?

Resumo — A macgd é uma das frutas de clima temperado de maior importancia para a economia do Sul do Brasil. Nessa
regido, as plantas sdo severamente afetadas pela mancha foliar de Glomerella (MFG), uma doenca causada por espécies de
Colletotrichum. O objetivo do presente trabalho foi identificar as espécies predominantes de isolados causadores de MFG
provenientes de um mesmo pomar localizado em Fraiburgo, SC e verificar se dentro dessa populac¢do existia variagdo nos niveis
de agressividade. A identificagdo molecular dos isolados foi realizada mediante sequenciamento e andlise da homologia das
regides ITS, TUB2, GAPDH e HIS3. Para a caracterizagdo morfo-cultural, os isolados foram cultivados em meio BDA a 252C e 12h
de fotoperiodo durante 10 dias. Para avaliacdo da agressividade, plantulas suscetiveis (cv. Gala) foram inoculadas com uma
suspensdo contendo 1x10° conidios/ml. Todos os isolados foram identificados como Colletotrichum fructicola. Cerca de 50%
dos isolados apresentaram micélio ralo com coloragdo de branco-oliva na frente e salmdo no verso. Seis isolados formaram
peritécios. Os conidios foram predominantemente cilindricos com largura e comprimento médio de 4,2-4,5um e 12,1-13,4um,
respectivamente. Os isolados foram classificados em trés niveis de agressividade, sendo que o mais agressivo causou 80% de
necrose em folhas. As implicagGes desses achados para o controle da MFG sdo discutidas.

Termos paraindexagao: Agressividade; Colletotrichum spp.; Malus domestica Borkh.; mancha foliar de Glomerella; identificacdo
molecular.

Morpho-cultural and aggressiveness variation of Colletotrichum fructicola causing Glomerella leaf
spot in an apple orchard in Fraiburgo, SC

Abstract — Apple is one of the most important temperate fruit for the Southern Brazil’s economy. In this region, the production
is severely affected by Glomerella leaf spot (GLS), caused by Colletotrichum spp. The objective of this study was to identify the
predominant species causing GLS in an apple orchard in Fraiburgo, SC and to assess whether there were isolates with different
levels of aggressiveness in the population. The molecular identification was carried out by sequencing and analysis of the
homology regions ITS, TUB2, GAPDH and HIS3. For morphological and cultural characterization, the isolates were cultured on
PDA at 25°C and 12h of photoperiod during 10 days. Susceptible seedlings (cv. Gala) were inoculated with a solution containing
1x106 conidia/ml for aggressiveness assessing. All isolates were identified as Colletotrichum fructicola. Fifty percent of isolates
exhibited mycelium thin with white-olive coloration and a salmon reverse. Six isolates formed perithecia. Conidia were
predominantly cylindrical with width and length ranged from 4.2 to 4.5um and 12.1 to 13.4um, respectively. The isolates were
classified into three aggressiveness levels, and one of them was highly aggressive with 80% of necrotic leaf area. Implications
of these findings for disease control are discussed.

Index terms: Aggressiveness; Colletotrichum spp.; Malus domestica Borkh.; Glomerella leaf spot; molecular identification.

Introducao

A macga (Malus domestica Borkh.) é
uma fruta de grande importancia eco-
némica no contexto nacional e interna-
cional. O Brasil atualmente ocupa o 9°
lugar no ranking da produgao mundial,
faturando mais de USS30 milhdes em
exportacGes da fruta fresca (TREICHEL
et al., 2016). No Pais, a produgdo con-
centra-se nos trés estados da regido Sul
(PR, SC e RS), onde as condig¢des clima-

ticas (temperaturas amenas no inverno
e elevadas no verao) possibilitam o seu
cultivo. As principais cultivares comer-
ciais produzidas sdo a ‘Gala’ e a ‘Fuji’,
responsaveis por aproximadamente
90% da produgdo nacional (PETRI et al.,
2011).

Apesar de atender as exigéncias cli-
maticas da cultura, a regido Sul do Brasil
apresenta um intenso regime pluvio-
métrico, o que favorece a ocorréncia
de doencgas. Entre elas, destacam-se as
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doengas de primavera, como a sarna da
macieira [Venturia inaequalis (Cooke) G.
Winter]; e, no verdo, a mancha foliar de
Glomerella (MFG) e a podriddo amarga
(PA), ambas causadas por espécies do
género Colletotrichum (VALDEBENITO-
SANHUEZA, 1999; STADNIK et al., 2009;
VELHO et al., 2015).

A MFG é uma doenga que se desen-
volve principalmente durante verdes
quentes e chuvosos, com temperaturas
entre 23 e 28°C e periodo de molha-
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mento foliar superior a 8h (CRUSIUS
et al., 2002; KATSURAYAMA & BONETI,
2010). Os sintomas iniciais sdo manchas
marrom-avermelhadas na superficie
adaxial das folhas, inicialmente visiveis
entre 48 e 72h ap0ds a infecgdo, que evo-
luem para lesdes necroticas irregulares,
podendo ocasionar amarelecimento,
desfolha intensa nas plantas (ARAUJO &
STADNIK, 2013a) e redugdo da producdo
nos anos seguintes (VALDEBENITO-SA-
NHUEZA, 1999). Em frutos, a MFG causa
pequenas lesdes deprimidas (1-3mm)
de cor marrom-claro, que geralmente
ndo aumentam de tamanho e ndo evo-
luem para podriddo (MONDINO et al.,
2009). Cultivares descendentes do gru-
po ‘Golden Delicious’, como a ‘Gala’, sao
altamente suscetiveis a MFG. Por outro
lado, as descendentes do grupo ‘Red
Delicious’, como a ‘Fuji’ sdo resistentes
a esta doenga (KATSURAYAMA et al.,
2001; ARAUJO & STADNIK, 2013a).

A MFG é ainda restrita a regiGes sub-
tropicais, sendo que os seus primeiros
relatos no Brasil remontam a década de
1980. Segundo Katsurayama & Boneti
(2010), a doenga se estabeleceu inicial-
mente em pomares comerciais na re-
gido metropolitana de Curitiba, PR, mas,
logo a seguir, o patégeno se disseminou
para pomares de Fraiburgo (1988/1989)
e, uma década mais tarde, nas regides
mais altas de Santa Catarina. Desde
entdo ha um aumento na intensidade
da doenga a cada ciclo, que vem sen-
do relacionado a mudangas climaticas
(KATSURAYAMA & BONETI, 2010), e um
aumento na variabilidade do patégeno
(ROCKENBACH et al., 2016). Recente-
mente, Velho et al. (2015) identificaram
no Sul do Brasil a ocorréncia de duas
espécies causadoras da MFG, a saber,
Colletotrichum fructicola Prihastuti, Cai
& Hyde (antes Colletotrichum gloeospo-
rioides), e Colletotrichum karstii Yang,
Liu, Hyde & Cai, sendo a primeira predo-
minante. Além dessas, Colletotrichum
acutatum J.H. Simmonds (GONZALEZ
et al.,, 2006), Colletotrichum fioriniae
Shivas & Tan (WALLHEAD et al., 2014) e
Colletotrichum aenigma Weir & Johnst.
(WANG et al., 2015) tém sido reporta-
das no Brasil, EUA e China, respectiva-
mente.

A caracterizagdo e a identificagdo de
isolados de Colletotrichum sao impor-
tantes para o conhecimento da diver-

sidade populacional das espécies pato-
génicas a macieira (VELHO et al., 2015),
especialmente aquelas que possuem
diferencas na agressividade. Além dis-
so, a correta identificagcdo dos isolados
auxilia na elaboracdo de estratégias de
controle da doenga e no melhoramento
de plantas.

Os critérios para caracterizagdo e
identificacdo dos isolados comumente
usados sdo caracteristicas morfoldgi-
cas (tamanho e formato de conidios) e
culturais (coloragdo de colbnia, tipo de
micélio, formacdo de setores, perité-
cios e crescimento micelial), associadas
a testes de patogenicidade e métodos
moleculares (PHOULIVONG et al., 2012;
VELHO et al., 2015).

A identificagdo baseada no sequen-
ciamento da regidao dos espacos inter-
nos transcritos do DNA ribossOmico
(ITS-rDNA) permite analisar filogeneti-
camente as espécies de Colletotrichum
(CAl et al., 2009). Contudo, somente o
uso da regido ITS ndo se mostra eficiente
para diferenciar espécies dentro de um
mesmo complexo. Portanto, recomen-
da-se a sua aplicagdo em conjunto com
o sequenciamento de outros genes, tais
como B-tubulina (TUB2), gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e his-
tona 3 (HIS3) (WEIR et al., 2012).

O objetivo do presente traba-
Iho foi identificar as espécies predomi-
nantes de isolados causadores de MFG
provenientes de um mesmo pomar lo-
calizado em Fraiburgo, SC, e verificar se
dentro dessa populagdo existia variagao
nos niveis de agressividade.

Material e métodos
Obtencdo dos isolados

Os isolados foram obtidos a partir
de amostras de folhas com sintomas de
MFG, coletadas aleatoriamente de dez
plantas distintas em um pomar com lon-
go historico da doencga durante a safra
2012/2013, no municipio de Fraibur-
go, SC (coordenadas: 27°2'40.996"S e
50°59’6.627"0).

Para o isolamento, foram retirados
pequenos segmentos de tecido (2mm)
da regido de transicdo (entre o tecido
sadio e o infectado), que foram super-
ficialmente desinfectados em 4lcool

(70%) por 30s, hipoclorito de sddio
(0,5%) durante 60s e lavados em agua
destilada estéril. Em seguida, o material
foi transferido para placas de Petri con-
tendo meio BDA (batata-dextrose-agar)
e incubado a 25°C, com 12h de fotoperi-
odo, até o aparecimento das estruturas
do fungo.

Apds a obtengdo dos isolados com
pureza genética, foi realizado cultivo
monospdrico, utilizando a técnica das
diluigdes sucessivas (DHINGRA & SIN-
CLAIR, 1995). As amostras foram no-
vamente transferidas para placas com
meio BDA e incubadas durante 10 dias.

Os isolados foram depositados na
Micoteca Anne-Lore Schroeder (MANE),
da UFSC/CCA, recebendo os cddigos de
identificagdo: MANES, MANE7, MANES,
MANE9, MANE12, MANE16, MANE17,
MANE26, MANE31 e MANE28. Esses
foram armazenados em tiras de papel
filtro a -20°C (VELHO et al., 2015).

Identificacdo molecular e analise
filogenética

A extracdo do DNA micelial foi reali-
zada de acordo com Gupta et al. (2013),
a partir de col6nias cultivadas em meio
BDA a 25°C durante 7 dias. A amplifi-
cacdo do DNA foi realizada pela técni-
ca da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). Quatro regides génicas foram
selecionadas: a regido ITS-rDNA, utili-
zando os iniciadores ITS1 e ITS4 (WHITE
et al., 1990); TUB2, com iniciadores T1
e Bt2b (GLASS & DONALDSON, 1995);
HIS3, com CYLH3F e CYLH3R (CROUS et
al., 2004); e o GAPDH, com GDF e GDR
(TEMPLETON et al., 1992). A amplifica-
¢do para a regido ITS foi realizada em
um termociclador (T100™Bio-Rad Inc.),
seguindo uma desnaturagao inicial de
3min. a 94°C; seguida de 34 ciclos, em
que cada ciclo consistiu de uma etapa
de desnaturacao de 30s a 94°C; uma
etapa de anelamento de 30s a 55°C;
uma etapa de extensdo de 60s a 72°C; e
uma extensao final de 10min. a 72°C. As
amplificagdes de TUB2, HIS3 e GAPDH
foram realizadas com a temperatura de
anelamento de 52°C, 58°C e 60°C, res-
pectivamente.

Os produtos da amplificagdo foram
separados em gel de agarose (1,5%)
e visualizados em luz ultravioleta, uti-
lizando corante GelRed™ (Biotium) ep
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marcador de peso molecular de 100pb.
Finalmente, os produtos da amplifica-
¢do foram enviados para purificagdo e
sequenciamento na Macrogen Inc. (Co-
reia do Sul).

Para a identificacdo molecular, as
sequéncias foram comparadas com as
depositadas no GenBank (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov) com a ferramenta
BLAST. Apds a identificacdo foi realiza-
da uma analise filogenética a partir do
alinhamento multilocus com trés genes
combinados (ITS, TUB2 e GAPDH), uti-
lizando o método ClustalW com auxilio
do software MEGA 6.06 (TAMURA et
al.,, 2013). Dezessete isolados obtidos
do GenBank foram incluidos na analise
como isolados de referéncia.

Caracterizagao cultural e morfoldgica

Para avaliagdo cultural, os isola-
dos foram cultivados em meio BDA a
25°C e 12h de fotoperiodo sob luz NUV
(Near Ultra Violet) durante 10 dias. As
colonias foram avaliadas visualmente
de acordo com a sua coloragdo (frente
e verso), tipo de micélio, formagdo de
peritécios e setores (GONZALEZ et al.,
2006). Col6nias de aspecto cotonoso fo-
ram consideradas aquelas que exibiram
micélio aéreo abundante com aspecto
semelhante a algodao; enquanto que as
col6nias ralas tiveram micélio compacto
e pouco abundante (WEIR et al., 2012).
O diametro médio das coldnias foi de-
terminado com auxilio de um paqui-
metro digital, 10 dias apds a repicagem
(VELHO et al., 2015).

A caracterizacdo morfoldgica dos
conidios foi realizada a partir de uma
suspensdo conidial. O formato (cilindri-
co, obclaveo e fusiforme) (SUTTON et
al. 1992) e as dimensdes (comprimento
e largura) dos conidios foram avaliados
com auxilio de uma lente com escala
micrométrica em microscopio optico
(40x).

Avaliagao da agressividade

Plantulas suscetiveis de macieira (cv.
Gala) foram cultivadas a partir de se-
mentes e selecionadas através do teste
das folhas destacadas, conforme descri-
to por Aradjo & Stadnik (2013a). Para
avaliar a agressividade de cada isolado,
as plantulas foram inoculadas com uma

suspensdo conidial (1x10° conidios/ml)
com auxilio de uma pistola acoplada a
um compressor de ar (58 psi). As plan-
tulas permaneceram em camara Umi-
da (escura e com 95% de UR) por 48h,
e posteriormente foram mantidas em
casa de vegetacdo. A severidade da do-
enca foi avaliada 10 dias apds a inocula-
¢do. Para isso, as folhas foram destaca-
das e digitalizadas; e a porcentagem de
tecido necrosado foi determinada com
o Software Quant (V.1.02).

Delineamento experimental e andlise
estatistica

O delineamento experimental uti-
lizado em todos os experimentos foi o
inteiramente casualizado.

Para construcgdo da arvore filogené-
tica foram utilizados os métodos estatis-
ticos de Maxima Verossimilhanga e Ma-
xima Parcimonia e um teste de filogenia
(bootstrap de 1000 replicacGes).

Para a caracterizagdo morfo-cultural
foram utilizadas seis repeti¢des/isolado,
sendo que cada repeti¢do foi constitu-
ida por uma placa de Petri. O formato
e as dimensdes dos conidios foram de-
terminados avaliando-se 100 conidios/
isolado. Na avaliacdo da agressividade
foram utilizadas trés repeti¢es/isolado,
sendo que cada repeti¢do foi constitu-
ida por uma plantula por vaso e pelos
controles.

Os dados obtidos foram submetidos
3 analise de variancia e as médias fo-
ram comparadas e agrupadas pelo teste
Scott-knott (p<0,05).

Resultados e discussao

A técnica molecular e a caracteri-
zacdo morfo-cultural empregada neste
estudo permitiram a identificagdo mais
precisa das espécies causadoras da MFG
em um pomar de Fraiburgo, SC, e todos
os isolados foram pertencentes a espé-
cie Colletotrichum fructicola (Tabela 1).

A andlise filogenética multilocus
agrupou os isolados em quatro princi-
pais clados, sendo que os dez isolados
de MFG foram agrupados no primeiro
clado, juntamente aos isolados refe-
renciais de C. fructicola (Figura 1), uma
espécie pertencente ao ‘complexo C
gloeosporioides (WEIR et al., 2012). O

complexo C. gloeosporioides atualmen-
te engloba cerca de 20 espécies distin-
tas, mas que apresentam muitas seme-
Ihangas morfo-culturais entre si. Esse
fato dificulta a identificacdo somente
por métodos morfo-culturais (PHOU-
LIVONG et al., 2012), razdo pela qual
muitos isolados foram identificados an-
teriormente como C. gloeosporioides
sensu lato, descrito por Von Arx (WEIR
et al., 2012). Além disso, dois isolados
de C. alienum, causadores de PA na ma-
cieira e pertencentes ao mesmo com-
plexo, demonstraram uma grande pro-
ximidade genética com os isolados de C.
fructicola (Figura 1).

Os isolados de C. karstii utilizados
como referéncia foram agrupados no
segundo clado e foram os mais aparen-
tados com os identificados neste traba-
Iho (Figura 1). Coincidentemente, um
desses isolados (MANE72) foi recente-
mente identificado como causador de
MFG no estado de Santa Catarina (VE-
LHO et al., 2015). Neste caso, pode-se
concluir que mesmo pertencente a ou-
tro complexo (C. boninense), a espécie
esta evolutivamente bem proxima das
espécies do complexo C. gloeosporio-
ides (DAMM et al., 2012). O terceiro
clado reuniu isolados do complexo C.
acutatum de trés espécies distintas: C.
fioriniae, C. nymphaeae (Pass.) Aa e C.
melonis Damm, P.F. Cannon & Crous. Os
isolados pertencentes a esse complexo
possuem uma grande importancia den-
tro desse patossistema, uma vez que
inimeras espécies do complexo C. acu-
tatum estdo associadas a PA (BRAGAN-
CA et al., 2016).

Para melhor visualizagdo do grau de
parentesco entre os isolados de Colleto-
trichum, foi utilizado para grupo exter-
no um isolado geneticamente distinto
pertencente a espécie Neofabraea pe-
rennans Kienholz, causador da podridao
“olho-de-boi” em macieira (Figura 1).

As caracteristicas morfoculturais,
isto é, cor da col6nia, formagdo de peri-
técios, setores, assim como o formato e
o tamanho dos conidios de C. fructicola,
estdo de acordo com aquelas observa-
das por Gonzalez et al. (2006) e Velho
et al. (2015). Os isolados de Colletotri-
chum foram semelhantes em relagdo a
coloragdo, sendo que a maioria apre-
sentou col6nia branco-oliva na frente e
salmdo no verso (Tabela 2). Em muitas
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Tabela 1. Isolados de Colletotrichum spp. provenientes de folhas e frutos de diferentes hospedeiros e nimeros de acesso das sequéncias

depositadas no GenBank

Identificagdo Origem N2 de acesso ao GenBank

Isolado Espécie Hospedeiro Tecido Local ITS HIS 3 GAPDH TUB2

MANE12* C. fructicola Macga Folha Fraiburgo/SC/Brasil KT806277 KT806305 KT806300 KT806283
MANE16* C. fructicola Macga Folha Fraiburgo/SC/Brasil ~ KT806278 KT806306 KT806299 KT806287
MANE17* C. fructicola Macga Folha Fraiburgo/SC/Brasil  KT806279 KT806307 KT806298 KT806284
MANE26* C. fructicola Macga Folha Fraiburgo/SC/Brasil ~ KT806280 KT806308 KT806297 KT806288
MANE28* C. fructicola Macga Folha Fraiburgo/SC/Brasil KT806274  KT806310 KT806296  KT806290
MANE31* C. fructicola Maga Folha Fraiburgo/SC/Brasil KT806273  KT806309 KT806295 KT806289
MANES* C. fructicola Maga Folha Fraiburgo/SC/Brasil ~ KT806271 KT806301  KT806294  KT806281
MANE7* C. fructicola Maga Folha Fraiburgo/SC/Brasil ~ KT806272 KT806302  KT806293 KT806285
MANES8* C. fructicola Maga Folha Fraiburgo/SC/Brasil ~ KT806275 KT806303  KT806292 KT806282
MANE9* C. fructicola Maga Folha Fraiburgo/SC/Brasil ~ KT806276 KT806304 KT806291 KT806286
MANE137 C. nymphaeae Maga Fruto Brasil KC840351 KJ469526 KC875404  KJ473488
MANE144 C. nymphaeae Macga Fruto Urubici/SC/Brasil KC840354  KJ469525 KC875407 KC473490
MANE147 C. fructicola Macga Folha Urubici/SC/Brasil KJ85124 KJ469502 KJ200614 KJ469467
MANES5 C. fructicola Maga Folha Vacaria/SC/Brasil KJ185125  KJ469503 KJ200615  KJ469468
MANE72 C. karstii Maga Folha Cagador/SC/Brasil KC876638  KJ469509  KC875408  KJ473486
PGYLQ2-14 C. fructicola Macga Folha China KF791594 - KF791587  KF791601
ATCC MYA-663 C. fioriniae Maga Fruto USA KM246589 - KM252193 KM251943
C18 C. melonis Maga Fruto Uruguay JN413082  KJ469541 KJ002489 KJO10939
C824 C. alienum Maga Fruto Nova Zelandia JX010251 - JX010028  JX010333
CBS159.84 C. melonis Meldo Fruto Brasil JQ948194 1Q949185 11948524  1Q949845
CBS453.64 el Mac3 Folha Reino Unido KR859089 : - KR866102

perennans

CBS113087 C. karstii Maga Fruto USA JQ005181 JQO05442  JQ005268 JQO05615
CBS112996 C. acutatum Mamao Fruto Queensland/Australia JQ005776 - Q948677 1Q005860
CBS125396 C. fiorineae Macga Fruto Maryland/USA JQ948629 JQ949290  JQ948629  JQ949950
CORCK1 C. karstii Orquidea Folha China HM585406 - HM585387 HM585424
F11LJMX10 C. fructicola Maga Fruto China KC012511 - KC012507 KC012515
F11PGZH02 C. alienum Macga Fruto China KF772089 - KF772059  KF772149

*|solados identificados e caracterizados neste trabalho.
Abreviagdes: MANE: Micoteca Anne-Lore Schroeder, UFSC, Brasil; PGY: Colegdo “Northwest Agriculture & Forestry University”, China; ATCC:
American Type Culture Collection, EUA; CBS: Colegdo “Centraalbureau voor Schimmelcultures”, Fungal Biodiversity Centre, Holanda; CORK:
Colegdo “Guizhou Academy of Agricultural Sciences”, China.

delas, também foi possivel observar os
acérvulos recobertos por uma mucila-
gem de cor laranja, uma caracteristica
tipica do género (SUTTON et al., 1992).
Além disso, oito isolados exibiram mi-
célio ralo e apenas dois apresentaram
micélio abundante do tipo cotonoso
(Tabela 2). Houve diferenga significati-
va entre o diametro final das colonias,
e as mesmas foram separadas em trés
grupos: as de diametro médio 260mm
foram consideradas de crescimento ra-
pido; entre 59 e 49mm crescimento in-
termediario; e as de didmetro <48mm,
de crescimento lento (Figura 2). Seis
isolados formaram peritécios em meio
de cultura (MANES, 9, 12, 17, 26 e 31)

(Tabela 2), demostrando a presenca da
forma sexual Glomerella cingulata, com
potencial para gerar individuos gene-
ticamente distintos (GONZALEZ et al.,
2006; ROCKENBACH et al., 2016). Além
disso, somente um isolado (MANE17)
apresentou formacdo de setores — com-
portamento esperado, tendo em vista
que os isolados sdo monospodricos e que
a formagdo de setores pode ser um in-
dicativo de uma possivel ocorréncia de
mutacdo (Tabela 2).

Os isolados apresentaram em média
90% dos conidios com formato cilindri-
co, exceto o MANES, que apresentou
caracteristicas distintas. A largura e o
comprimento médio dos conidios foi

4,2-4,5um e 12,1-13,4um, respectiva-
mente (Tabela 3).

Todos os isolados foram patogénicos
em plantulas de macieira, produzindo
sintomas de mancha foliar de Glome-
rella 48h apds a inoculagdo, porém exi-
biram diferengas marcantes quanto aos
niveis de agressividade (Figura 3). Trés
isolados (MANE5, 9 e 28) foram conside-
rados pouco agressivos, apresentando
em média 1,3% de area foliar necrosada
(Figura 4A); e seis isolados (MANE7, 8,
12, 16, 17 e 31) foram medianamente
agressivos, exibindo aproximadamente
30% (Figura 4B). Por outro lado, o iso-
lado MANE26 foi altamente agressivo,
causando, apds 10 dias, 80% de area fo-
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Figura 1. Arvore filogenética de maxima verossimilhanca inferida a partir do alinhamento
multilocus das sequéncias dos genes ITS (Espagos internos transcritos), GAPDH
(Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) e TUB2 (B-tubulina). Modelo Tamura-nei. *Valor de
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Tabela 2. Aspecto de coldnia de isolados de Colletotrichum fructicola cultivados em meio de
cultura BDA (batata-dextrose-agar) a 25°C e 12h de fotoperiodo sob luz NUV durante 10 dias

Cor da colonia . - Formacao
' Cor da Tipo de Formacao de ':eg

Isolado Frente Verso borda micélio peritécios —

MANES5 Branco Branco Branca Ralo Nao Nao

MANE7 Brancg com Branco Branca Ralo Nao Nao
Oliva

MANES8 Brancp com Salmao Branca Ralo Sim Nao
Oliva

MANE9 BrancF) com Branc'o Branca Ralo Sim Nado
Oliva com Oliva

MANE12 BrancFJ com Salmao Branca Ralo Sim Nao
Oliva

MANE16 Bragc“?/acom Salmao Branca  Cotonoso Nao Nao

MANE17 ~Drancocom % Branca Ralo Sim Sim
Oliva

MANE26 Branco Salmao Branca  Cotonoso Sim Nao

MANE31 Brancg com Salmao Branca Ralo Sim Nao
Oliva

MANE28 Branco Salmao Branca Ralo Nao Nao

liar necrosada (Figura 4C).

Isolados de folhas de macieira, cole-
tados em diferentes cidades do Sul do
Pais e caracterizados por Velho et al.
(2015), também diferiram significativa-
mente quanto a agressividade. Apesar
dos isolados de média agressividade
predominarem no pomar estudado, é
possivel que isolados altamente agres-
sivos possam ter sua frequéncia aumen-
tada no futuro. Isso se deve ao fato de
que isolados mais agressivos, como o
MANE26, provocam maior area foliar
necrosada sobre a qual sdo produzidos
uma enorme quantidade de acérvulos
e conidios, gerando progénies de in-
dividuos com as mesmas caracteristi-
cas do isolado original (SUTTON et al.,
1992). Esses conidios sdo, por sua vez,
disseminados facilmente pelas gotas
de chuva dentro do pomar (CRUSIUS et
al., 2002) e novamente podem infectar
uma maior area foliar. Além disso, sabe-
se que o patégeno também sobrevive
em ramos, gemas e frutos mumificados,
podendo persistir durante varios ciclos
da cultura (VALDEBENITO-SANHUEZA,
1999; CRUSIUS et al., 2002).

Embora originados de um mesmo
pomar de macieira, as diferencas nas
caracteristicas morfo-culturais, bem
como na agressividade entre os isola-
dos estudados, sugerem que a geragao
de variabilidade genética entre eles esta
ocorrendo. E possivel que a reproducdo
sexual do fungo seja o principal fator
responsavel por essa variabilidade, pois
peritécios foram facilmente encontra-
dos em meio de cultura, mas podem
também ser encontrados facilmente em
folhas infectadas no pomar (GONZALEZ
et al., 2006).

Sabe-se que C. fructicola pode for-
mar acérvulos e peritécios em uma
mesma folha infectada (VELHO et al.,
2015), confirmando a possibilidade de
ocorréncia simultanea dos modos de re-
producdo assexuada e sexuada, respec-
tivamente. Além disso, é possivel que a
reproducdo parassexual possa também
contribuir para geracdo de variabilidade
genética, pois Araujo & Stadnik (2013b)
e Gongalves et al. (2016) descreveram a
formacdo de tubos de anastomose coni-
dial de C. fructicola sobre a superficie de
folhas de macieira.

A capacidade de C. fructicola de fa-
cilmente gerar variabilidade genética

Agropecuaria Catarinense, Floriandépolis, v.30, n.1, p.66-72, jan./abr. 2017



Tabela 3. Formato e tamanho de conidios de isolados de Colletotrichum fructicola
cultivados em meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar) a 25°C e 12h de fotoperiodo
durante 10 dias

Formato (%) Tamanho de conidios (ium)
Isolado 3
Cilindrico Fusiforme Obclaveo Comprimento Largura Reéa/gl;-ao

MANES 90 0 10 13,0+£2,6 4,3+0,7 3,02
MANE7 95 0 5 12,5+2,5 4,3+0,7 2,97
MANES8 56 26 18 12,8+2,5 4,3+0,7 2,97
MANE9 100 0 0 12,2+1,5 4,3+0,7 2,83
MANE12 90 0 10 12,5+2,5 4,4 +0,8 2,84
MANE16 98 0 2 12,6 £1,7 4,3+0,8 2,93
MANE17 92 4 12,8 +2,3 4,2+0,7 3,04
MANE26 94 0 6 13,4+2,6 4,3+0,7 3,11
MANE31 90 0 10 12,8+3,1 4,5+0,9 2,84
MANE28 100 0 0 12,1+2,2 4,4+0,8 2,75
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Figura 2. Diametro médio de coldnia de isolados de Colletotrichum fructicola cultivados em
meio BDA (batata-dextrose-agar) a 25°C e 12h de fotoperiodo durante 10 dias. Letras iguais
nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Skott-knott (p<0,05; CV: 7,8%).
Barras representam desvio padrdo
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Figura 3. Area foliar necrosada (%) em plantulas de macieira 10 dias apds inoculacdo com
diferentes isolados de Colletotrichum fructicola. Letras iguais nas colunas ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste Skott-knott (p<0,05; CV: 26,1%). Barras representam
desvio padrao

pode contribuir para o surgimento de
patétipos resistentes a fungicidas e/ou
capazes de infectar cultivares até entdo
consideradas resistentes. Como con-
sequéncia, as estratégias de controle
da doencga, bem como os trabalhos de
resisténcia genética a MFG podem ficar
ainda mais dificultados. Contudo, mais
estudos sdo necessarios para monitorar
a geracdo de novos patdtipos na popu-
lagdo de C. fructicola em pomares de
macieira ao longo dos anos.

Todos os isolados obtidos em um
Unico pomar de macieira foram identi-
ficados como da espécie C. fructicola e
apresentaram poucas variagdes nas ca-
racteristicas morfo-culturais. Apesar de
pertencerem a mesma espécie, apre-
sentaram diferencas marcantes quanto
aos niveis de agressividade, sugerindo a
ocorréncia de geragdo de variabilidade
genética entre eles.

A engenheira-agrénoma Fabiana
dos Santos (Cidasc), por coletar e enviar
amostras de folhas infectadas. A Capes,
pelo suporte financeiro.
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