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1 RESUMO

A familia das anondceas possui cerca de 40 géneros e mais de 2.000
espécies, a maioria de regides de clima tropical ou subtropical. Dessas, muitas possuem
caracteristicas importantes e sao de interesse comercial, sendo que o consumo tem apresentado
um franco crescimento. As anonéceas t€m como caracteristica o sabor adocicado pronunciado
e perfume bem caracteristico dos frutos, sendo seu uso voltado para o consumo in natura ou na
forma de polpas processadas pela industria.

A antracnose, causada por Colletotrichum spp., tem se destacado como
umas das principais doengas na cultura da atemoia (Annona cherimola x Annona squamosa),
ocasionando danos em vdrias partes da planta e em frutos jovens, e também na pds-colheita, o
que tem preocupado produtores da regido devido a agressividade apresentada no campo.

O presente trabalho teve como objetivo a identificacdo das espécies de
Colletotrichum spp., de isolados do fungo coletados de atemodia da regido de Botucatu, por
meio de estudos de caracterizagdo patogénica, cultural e morfoldgica. Para auxiliar, espécies
de Colletotrichum, devidamente identificadas, foram obtidas e inclusas também nos estudos de
caracterizacdo. O teste de patogenicidade e a inoculag¢do cruzada dos isolados em diferentes

frutos foi efetuada utilizando-se discos de Smm de didmetro de BDA contendo micélio de



Colletotrichum gloeosporioides, C. musae, C. acutatum e Colletotrichum spp. e procedendo-
se com a utilizacdo de diferentes frutas tropicais e subtropicais. Foram também realizadas a
caracterizacdo enzimadtica, onde avaliou-se a producdo das enzimas proteases, celulases,
amilases e lipases através da mensurac¢do do didmetro do halo formado em torno das coldnias,
comparou-se a morfologia das colonias e largura de conidios, sua forma e a presenga ou nao
de microesclerddios. Culturalmente estudou-se a coloragdo das colonias assim como a taxa de
crescimento a diferentes temperaturas e o crescimento em meio suplantado com o fungicida
Benomy.

Ap6s a realizagdo de todos os ensaios, foi constatada a ocorréncia de
Colletotrichum gloeosporioides causando antracnose nos frutos jovens, ramos, folhas e flores

de atemdia na regido de Botucatu.
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2 SUMMARY

Annonaceae family has approximately 40 genera and more than 2,000
species; most of which are from tropical and subtropical regions. Many of these plants are
commercially important and have been increasingly consumed. They present highly sweet
taste and their fruits have a typical aroma. The fruits are consumed in natura or as industrially
processed pulps.

Anthracnose, caused by Colletotrichum sp., has been one of the main
diseases that affects atemoya (Annona cherimola x Annona squamosa) crop, leading to
injuries in several plant parts, as well as in young and post-harvested fruits. This is a worrying
fact for producers of Botucatu region due to the severity of this disease in the field.

The present study aimed at identifying anthracnose causal agent through
pathogenic and enzymatic assays, besides cultural and morphological characterization of
isolates collected from Annonaceae plants in Botucatu region. In addition, fruit cross-infection
potential of Colletotrichum gloeosporioides isolates, already identified, from different tropical
and subtropical species was evaluated to help in this identification. Enzymatic characterization
consisted of analyzing the production of proteases, cellulases, amylases and lipases. The
diameter of the halos formed around the colonies was measured in order to compare colony
morphology and conidium width, shape and presence or absence of microsclerotia. Colonies
were assessed as to coloration, growth rate at different temperatures, and growth in medium
supplemented with Benomyl fungicide. Isolates were collected in the producing region of

Botucatu. For the pathogenicity test, crossed inoculation was carried out in different tropical



and subtropical fruits by using Smm-diameter PDA disks containing C. gloeosporioides, C.
musae and Colletotrichum spp. mycelia.

After isolate characterization, only Colletotrichum gloeosporioides was
identified as anthracnose causal agent in atemoya young fruits, branches and leaves in

Botucatu region.

Keywords: Colletotrichum sp., atemoya, Annona cherimola x Annona squamosa,

characterization.



3INTRODUCAO

O consumo de atemdia vem apresentando crescimento tao expressivo
que a fruta foi incluida nas pesquisas de economia da producdo do Instituto de Economia
Agricola (IEA), despertando o interesse do Instituto Agronémico de Campinas (IAC) e da
Coordenadoria de Assisténcia Técnica Integral (CATI).

A producgdo de frutas da familia das anondceas para a comercializacao
no Brasil é uma realidade a ser encarada, sendo uma importante alternativa do agronegdécio
(JOSE, 1997), porém, ainda hi um grande espaco a ser explorado tanto no mercado interno
quanto no mercado externo. As anondceas agradam ao paladar do mercado europeu e asidtico,
havendo ainda uma grande fatia a ser explorada. Nesse contexto, as espécies de
Colletotrichum assumem grande importancia por causar perdas na produgdo e devido sua
ocorréncia em uma grande gama de hospedeiros, tanto em pré como em pds-colheita (DODD
etal., 1992).

As frutas da familia das anondceas sdo cultivadas em vdrias regides do
globo, embora de distribuicdo restrita a alguns paises (KAVATI, 1992). Segundo Ramos

(2001), o Brasil e a Venezuela destacam-se como os principais paises produtores da graviola



(Annona muricata L.), constituindo esta, a fruta de maior interesse para o processamento
industrial na medida em que estd relacionada com a producdo de polpas congeladas para a
produg¢do de sucos. As demais espécies se destacam pelo consumo in natura, sendo
comercializadas nos centros de distribuicdo com destino a mesa.

O interesse pela produgdo das anondceas tem aumentado em todo o
mundo; no Brasil, as anondceas pertencem a um grupo de produtos com potencial de
crescimento de consumo, ainda barrado pela falta de oferta (MELLO et al., 2003). As frutas
comercializadas sdo ainda carentes de padronizagdo e a qualidade das frutas produzidas é um
dos principais fatores que prejudicam as exportagdes brasileiras (NEVES, 1997) e impedem o
alcance de valores maiores no mercado interno (AGRIANUAL, 2004). Outro problema
verificado € a falta de conhecimento técnico para informar o ponto de colheita de algumas
espécies, de forma que cheguem aos mercados consumidores no ponto certo de maturacdo
correta.

O cultivo das anoniceas € dividido em poélos de produgdo em
decorréncia das exigéncias climédticas de cada espécie e também devido a hdbitos de consumo
regionalizados, ainda que o consumo se concentre, geralmente, nas classes mais altas, no caso
da atemdéia (NOGUEIRA et al., 2005), e dependente do maior conhecimento e divulgagcao
dessas frutiferas em outras localidades e centros de consumo.

Atualmente, existem cerca de 10.000 ha cultivados, sendo 1.000 ha de
atemoia, em propriedades no estado de Sao Paulo, Bahia, sul de Minas Gerais, Rio de Janeiro
e norte do Parand. A cherimédia ainda tem cultivo insipiente no pais, sendo encontrada em
algumas localidades de Sao Paulo e de Minas Gerais (NOGUEIRA et al., 2005), embora tenha
sido constatado o crescimento da producdo de mudas, indicando uma ampliacdo nas dreas de
produgdo.

A regido de Botucatu destaca-se como o décimo quarto maior
fornecedor de atemdia no maior entreposto do estado, a CEAGESP, sendo responsavel pelo
fornecimento de 35 toneladas da fruta no ano de 2007, ficando atrds de cidades como Mogi
das Cruzes, Sdo Miguel Arcanjo e Itai (FABIO GODAS, comunicagdo pessoal). S6 no Estado
de Sao Paulo, o volume comercializado da fruta chegou a 1.850 toneladas de atemodia,

considerando que o preco médio do kilograma da fruta alcancou uma média de R$ 3,41



somente a comercializacdo da atemdia resultou numa movimentacdo da ordem de 6 milhdes
de reais somente no entreposto.

As principais espécies cultivadas sdo a Annona squamosa L., conhecida
como fruta do conde; a Annona muricata L., conhecida como graviola e o hibrido Annona
cherimola X Annona squamosa, conhecida como atemdia. As duas primeiras
preferencialmente de clima tropical e a dltima adaptada ao clima temperado.

No Estado de Sao Paulo sao cultivados a fruta-do-conde (A. squamosa
L.), a fruta-da-condessa (A. reticulata), a atemdia (A. cherimola x A. squamosa) e a graviola
(A. muricata L.). Na regido oeste, sul e no Vale do Paraiba, predominam o cultivo da atemdia;
na regido da Serra da Mantiqueira ocorre o cultivo predominante da cherimola e na regido de
Jales, encontram-se propriedades de pinha e também de atemoia (Kavati, 2004).

Nesse contexto ganha importincia o estudo da antracnose, doenca
provocada pelo fungo do género Colletotrichum, responsével pelas principais perdas em frutas
pos-colheita e que vém causando prejuizos aos agricultores da regido de Botucatu. Na regidao
de Botucatu e Pardinho, a doenca é geralmente detectada nos periodos de alta temperatura de
dia, com ligeira queda a noite, geralmente nos locais onde houve adubacio nitrogenada em
excesso. O fungo, nessas condi¢des, produz lesdes necréticas graves, resultando em manchas
nas folhas de vdrias idades, galhos e frutos jovens, que acabam por se tornar mumificadas e
ndo desenvolvem, permanecendo na planta por longos periodos e servindo de fonte de indculo
constante ao longo do desenvolvimento da planta.

Consistem nos objetivos do presente trabalho a identificacdo do agente
causal de antracnose nos frutos jovens, ramos, folhas e flor de ateméia na regido produtora de
Botucatu, através da utilizag@o de diversas técnicas, como a caracterizagdo patogénica, cultural
e morfologica. Nos testes de caracterizacdo, foram inclusas espécies de Colletotrichum

previamente identificados, com o intuito de auxiliar no processo de identificagao.



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 A antracnose em anonaceas e demais frutiferas

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum gloeoesporioides,
encontra-se como uma das principais doenga da cultura, junto da podriddao da casca e da
podriddo parda (SAO JOSE et al., 2004), sendo que seu controle leva a perdas de até 5% no
custo de producdo da ateméia (MELLO et al., 2004).

O fungo causador da antracnose tem sido reportado atacando folhas,
ramos e frutos, em diversas fases do desenvolvimento e provocando pontos escuros que
podem coalescer. O fungo tem sido relatado provocando sintomas tipicos da doenca em um
grande numero de plantas hospedeiras, sendo que as maiores perdas econdmicas ocorrem
quando as frutas sdo atacadas (SIMMONDS, 1965; ALVAREZ & NISHIJIMA, 1987;
JEFFRIES et al., 1990; BAILEY & JEGER, 1992; AGOSTINI et al., 1992; ALAHAKOON et
al., 1994). Os fungos do género Colletotrichum, também sio reportados como a principal
causa de perdas de produ¢do no mundo, tanto em pré-colheita como em pds-colheita (DODD
et al., 1992; BENATO, 1999, PERES et al. 2002).

A espécie C. gloeosporioides pode atacar os mais diversos hospedeiros,
nos mais diversos estddios de desenvolvimento da planta, sendo reportados em manga

acarretando danos em frutos recém formados, com infeccdo quiescente nos quais os sintomas



podem ser observados quando do amadurecimento do fruto (PRUSKY & PLUMBEY, 1992;
BENATO, 1999). Esse fungo também € o principal causador de podriddes, como a antracnose
de peciolos, folhas, murcha e podriddo de raiz, flores, frutas, além de causar a seca de
plantulas. O patégeno também aparece com destaque em infecgdes quiescentes em frutas
tropicais como goiaba, mamio, manga, abacate e maracujd e em frutas subtropicais como
citros, morango e uva (JEFFRIES et al., 1990; BAILEY & JEGER, 1992).

No Brasil, apenas o C. gloeosporioides foi identificado como causador
de antracnose em anondceas (FREIRE et al. 1997), assim como em outros locais da América
do Sul, onde h4 plantagdes comerciais de plantas da mesma familia (Alvarez et al., 2004 e
Villanueva-Arce et al., 2005), porém, segundo Villanueva-Arce et al. (2005), foram
encontrados isolados de C. fragariae em frutos de cherimdlia em plantagdes no México e o
mesmo pode ocorrer no Brasil. Segundo Peres et al. (2005) tem sido realizados muitos estudos
para elucidar a etiologia das doencas causadas por Colletotrichum spp. € a dindmica de suas
populacdes.

Visto que o fungo Colletotrichum spp. € um importante causador de
perdas em frutiferas de clima tropical e subtropical e sendo de dificil controle por desenvolver
infec¢do quiescente, ¢ de extrema importancia a correta identificacdo do agente etioldgico
responsavel pela doenga na cultura para a escolha de medidas de controle adequadas.

A presenca de varias espécies de Colletotrichum em um mesmo cultivo
¢ frequente, por exemplo C. acutatum e C. gloeosporioides em goiaba (PERES et al., 1998),
abacate, mamao (SIMMONDS, 1965), maca (SHI et al, 1996), péssego, noz peca
(BERSTEIN et al., 1995; CARVALHO e LEITE, 1998) e uva (KUMMUANG et al., 1996).
Foram encontrados associacdes de dois ou mais agentes etioldgicos causando sintomas de
antracnose em frutos de graviola na Colombia (ALVAREZ et al. 2004) e 0 mesmo pode estar

ocorrendo no Brasil, necessitando, portanto, mais estudos relacionados a esta cultura.

4.2 O Género Colletotrichum e sua caracterizacao

4.2.1 Caracterizacao morfologica



O género Colletotrichum foi estabelecido por Corda, caracterizado
como formador de micélio hialino, com conidios fusiformes, curvos e formados em acérvulos;
a delimitacdo das espécies de Colletotrichum tem sido baseada nas semelhancgas tradicionais
como o tamanho e formato dos conidios, caracteristicas das coldnias, morfologia do apressorio
e especificidade do hospedeiro (SIMMONDS, 1965; SUTTON, 1980; SMITH & BLACK,
1990). O formato das setas produzidas também pode ser utilizado na distincio de
Colletotrichum, diferenciando C. gloeosporioides de C. acutatum e de C. fragariae em estudo
realizado em folhas de morangueiro (GUNNEL & GUBLER, 1995).

Em estudo de identificacdo de isolados de Colletotrichum em morangos,
na Franca, Denoyes & Baudry (1995) verificaram que os isolados de C. gloeosporioides
apresentam conidios com extremidades predominantemente cilindricos, enquanto C. acutatum
apresenta conidios com extremidades pontiagudas e C. fragariae apresenta conidios com uma
extremidade arredondada e outra pontiaguda. De acordo com Gunnell & Gubler (1992), o
formato dos conidios € de grande importancia na identificacio das espécies, mas ndo deve ser
considerado o dnico parametro a ser considerado, uma vez que o fungo pode sofrer influéncias
do ambiente, o que pode levar a alteragdes na estabilidade desta caracteristica (FREEMAN et

al., 1998).

4.2.2 Caracterizacao das colonias

As colonias de Colletotrichum variam quanto a coloracdo entre
isolados, entre espécies e entre isolados da mesma espécie, sendo esta tiltima menos acentuada
(SIMMONDS, 1965). Colonias de C. gloeosporioides apresentam-se primeiramente brancas
ou cinza-claro, o substrato permanece creme e em alguns casos ocorrem difusdes cinza escuro
com margens mais claras ou réseos, assim como a massa de conidios (SIMMONDS, 1965) e
tém crescimento rdpido e cotonoso (SMITH & BLACK, 1990; AGOSTINI et al., 1992;
LIYNIAGE et al., 1992; BERSTEIN et al.,, 1995; SHI et al.,, 1996; ADASKAVEG &
HARTIN, 1997).

4.2.3 Outras formas de caracterizacio do Género



Outros métodos utilizados com grande sucesso no auxilio da
caracterizacdo do género sdo os moleculares, através da técnica de PCR que alia o uso de
oligonucleotideos especificos para determinadas espécies como o Calnt2/ITS4 e o CgInt/ITS4
para C. acutatum e C. gloeosporioides (MILLS; SREENIVASAPRASAD; BROWN, 1992;
SREENIVASAPRAD et al., 1996), utilizados com sucesso em diversas culturas como
péssego, mamao, maracujd, citros, manga, abacate, améndoa e morango (BROWN;
SREENIVASAPRASAD; TIMMER, 1996; PERES et al. 2002; AFANADOR-KAFURI et al.,
2003; HARTIN, 1997). Outras técnicas também podem ser utilizadas como o RAPD,
utilizado por Sharma et al. (2005) em pimenta e Almeida & Coélho (2005) em maracujé, e o
RFLP em varias culturas (CORREL; RHOADS; GERBER, 1993; ANDRADE et al., 2007).

Outros caracteres que auxiliam na diferenciacdo das espécies do género
sdo a taxa de crescimento e a coloracdo da colonia. De uma forma geral, o crescimento e a
coloracdo podem ser divididos em FGG, KLA e SGO, respectivamente “fast-growing gray”,
“key lime anthracnose” e “slow growing orange”, determinados por Timmer e Mitchell
(1992), o primeiro foi posteriormente identificado como C. gloeosporioides e os demais como
C. acutatum (BROWN; SREENIVASAPRASAD; TIMMER, 1996; ZULFIQAR; LANSKY;
TIMMER, 1996). Ainda de acordo com a coloragdo da coldnia, Berstein et al. (1995)
estudando isolados obtidos de abacate, macd, morango, pecd e péssego, constatou que 0S
isolados identificados como C. acutatum apresentavam coloracido rosada e alaranjada e os
isolados identificados como C. gloeosporioides apresentavam colOnias de coloragdo
acinzentada.

Alguns pesquisadores t€m utilizado a atividade enzimadtica das espécies
para auxiliar na caracterizacdo dos isolados, sendo este método, portanto de grande valia na
tarefa. De acordo com Couto et al. (2002), a produ¢do de enzimas extracelulares (com
atividades amilolitica, celulolitica, lipolitica e proteolitica), em meio sélido, permitiu a
distingdo entre isolados de C. musae (Berk & Curtis) von Arx, em banana, assim como Lima
& Chaves (1992) em C. gosypii em algodao.

A caracterizagdo patogé€nica também € um método interessante e
utilizado por diversos pesquisadores pois, assim como diversos casos de especificidade sao
relatados, nos quais diversas espécies estdo relatadas para um mesmo hospedeiro (SMITH &

BLACK, 1990), o contrdrio também ocorre, sugerindo a patogenicidade cruzada como um



método complementar de diferenciacdo dos isolados, segundo Deyones & Baudry (1995);
Muniz et al. (1998); Furtado et al. (1999) e Peres et al. (2002).

A caracterizagdo enzimdtica possibilita a diferenciacdo por meio da
determinacdo da producdo de enzimas (difusdo em substrato sélido, no caso, meio BDA)
(NEIROTT & AZEVEDO, 1988; PATERSON & BRIDGE, 1994), uma vez que os fungos
apresentam diferencas quanto a quantidade de enzimas produzidas (no caso lipase, protease,
amilase, celulase, pectinase, protease, urease, peroxidase, gelatinase e lacase (HANKIN &

ANAGNOSTAKIS, 1975).

4.2.4 Crescimento a diferentes temperaturas

A temperatura exerce grande influéncia no crescimento micelial dos
fungos do género Colletotrichum, fato que foi estudado por Simmonds em 1965, num estudo
onde verificou que colonias de C. acutatum submetidas a temperaturas de 15° a 36 C°,
cresciam a velocidades diferentes das submetidas a temperaturas préximas a 32° C. O
pesquisador também verificou que a temperatura ideal para seu crescimento era entre 25° e
26,5° C. Para C. gloeosporioides var. minor, a temperatura 6tima para crescimento era de 26° a
28,5° C, sendo a temperatura méaxima de 35,5° C. Simmonds também inferiu que para C.
musae a temperatura maxima para o crescimento micelial era de 38° C, apresentando
crescimento entre 27° e 30° C, cessando crescimento em temperaturas abaixo de 15° C.

No morango, as espécies causadoras de antracnose podem ser
diferenciadas pela velocidade do crescimento micelial radial em meio BDA, segundo observou
Smith & Black (1990), isolados de C. acutatum e C. gloeosporioides submetidos a 28° e 32° C
diferenciam-se apos 5 dias de crescimento, fato também verificado por Denoyes & Baudry

(1995).

4.2.5 Crescimento em meio contendo fungicida benomil

A sensibilidade a fungicidas também pode ser utilizada como método

de diferenciagdo de espécies do género, porém, a utilizagdo constante de fungicidas no campo,

em grande parte de forma indiscriminada, tem promovido o aparecimento de resisténcia aos



produtos quimicos utilizados (SALES JUNIOR; TORRES: GUIMARAES, 2007). O primeiro
caso relatado no género surgiu em 1985, na cultura da ma¢d com a forma teleomérfica
Glomerella cingulata e o fungicida conhecido como benomil (FORTES, 1985). Llogo outros
relatos foram identificados em outras culturas como no morango e no feijao (TANAKA;
PASSOS; BETTI, 1997; MARINGONI; BARROS, 2002). O fungo porém, pode ter também
uma resisténcia natural, sendo menos sensivel a determinadas moléculas, de forma que a
selecdo de individuos mais resistentes ndo € a unica forma de encontrar individuos menos
resistentes na natureza. A caracteristica de resisténcia €, porém estdvel e herddvel e deve ser
considerada no manejo das culturas.

O fungicida benomil possui acdo protetora e erradicante contra varios
patégenos de vdrias culturas e foi, por muito tempo (aproximadamente 30 anos), utilizado
largamente na agricultura mundial. Segundo Peres et al. (2004), o fungicida atua na inibicdo
do crescimento micelial de C. acutatum em flores de laranja, mas ndo possui a capacidade de
inibir a germinagdo dos conidios, ou de matar o fungo (PERES et al. 2002.).

No caso de C. gloeosporioides, sabe-se que € menos sensivel a
mancozebe e captafol que C. capsici (THIND; JHOOTY, 1990), ao passo que C. acutatum é
menos sensivel a benomil, captana e propiconazol e mais sensivel a moclobutanil e
tebuconazol do que C. gloeosporioides (BERNSTEIN et al., 1995; ADASKAVEG; FOSTER,
2000; VINNERE, 2004).

Dos ultimos anos para cd, foram detectados inimeros casos de
resisténcia envolvendo o patégeno e o fungicida, sendo, devido ao fato, utilizado ultimamente
como método de diferenciacdo entre as espécies do género, também em outras espécies de
fungos e em vdrias culturas (SONODA e PELOSI, 1988; KOENRAADT et al., 1992;
PICININI, 1994; HEWITT, 1998).

Todas essas caracteristicas, porém, podem sofrer grandes variacdes de
acordo com as condi¢des climédticas e com as caracteristicas apresentadas pelos hospedeiros,
nao podendo de forma alguma ser utilizadas isoladamente para a identificagcdo e diferenciacdo

das espécies.



5. Material e Métodos

O presente experimento foi realizado no Departamento de Producdo
Vegetal (DPV)/ Defesa Fitossanitdria da Faculdade de Ciéncias Agrondomicas-FCA/ UNESP/
Botucatu-SP.

5.1 Local do experimento e coleta de isolados

Os isolados de Colletotrichum spp. foram coletados de frutos, ramos,
flores e folhas de anondceas, apresentando sintomas de antracnose, em propriedades da regido
de Botucatu.

Os isolados provenientes de outras frutiferas foram fornecidos pelo
Prof. Dr. Nelson S. Massola Jr., da Escola Superior de Agronomia Luiz de Queiroz, sendo
esses isolados ja caracterizados e com a confirmacdo de espécie pelo mesmo pesquisador
(Tabela 1). Isolados também foram coletados na regido de Botucatu, a partir de frutos de
mercados apresentando sintomas de antracnose ou ainda utilizando isolados pertencentes a

micoteca do DPV/ FCA/ UNESP-Botucatu-SP.



Os isolados foram mantidos na micoteca para posterior andlise, através
do método de Castelani e em 6leo mineral.

A partir de lesdes tipicas no material vegetativo, vdrios cortes foram
realizados na regido de transicdo entre tecido com sintoma e sem sintoma. Esses fragmentos
passaram por desinfestacao superficial em solucdo de dlcool 70% por 15 segundos, seguido da
colocagdo em solucdo de hipoclorito de s6dio 2% por 1 minuto. Apds duas lavagens em dgua
esterilizada, os tecidos foram transferidos para placa com meio BDA (Batata-dextrose-agar)
contendo oxitetraciclina (5 mg/L), sendo em seguida mantidas em BOD a temperatura de
30°C, até o inicio do crescimento micelial. Apds o crescimento inicial, fragmentos do micélio
foram entdo transferidos para placa contendo somente BDA, quando foram utilizados para a
realizacdo dos demais experimentos.

Tabela 1. Identificagdo dos isolados utilizados, coletados de frutas tropicais e de atemdia, a
localidade da coleta e o tecido de onde foi isolado.

Isolados Espécie Hospedeiro Tecido Local Data coleta N2 deposito
1 Colletotrichum musae Banana Fruto  Botucatu MDF 0022
2 Colletotrichum gloeosporioides Laranja Fruto Piracicaba MDF 0023
3 Colletotrichum acutatum Goiaba Fruto Piracicaba MDF 0024
4 Colletotrichum gloeosporioides Maméao Fruto Piracicaba MDF 0025
5 Colletotrichum gloeosporioides Manga Fruto Piracicaba MDF 0026
6 Colletotrichum spp. Atemoia Folha Botucatu 28/ago MDF 0027
7 Colletotrichum spp. Atemoia Folha  Botucatu 28/ago MDF 0028
8 Colletotrichum spp. Atemoia Flor Botucatu 28/ago MDF 0029
9 Colletotrichum spp. Atemoia Folha  Botucatu 28/ago MDF 0030
10 Colletotrichum spp. Atemoia Ramo  Botucatu 31/mar MDF 0031
11 Colletotrichum spp. Atemoia Folha  Botucatu 28/ago MDF 0032
12 Colletotrichum spp. Atemoia Folha  Botucatu 28/ago MDF 0033
13 Colletotrichum spp. Atemoia Folha  Botucatu 28/ago MDF 0034
14 Colletotrichum spp. Atemoia Fruto  Botucatu 31/mar MDF 0035
15 Colletotrichum spp. Atemoia Folha  Botucatu 31/mar MDF 0036
16 Colletotrichum spp. Atemoia Folha  Botucatu 28/ago MDF 0037
17 Colletotrichum spp. Atemoia Flor Botucatu 31/mar MDF 0038
18 Colletotrichum spp. Atemoia Folha  Botucatu 31/mar MDF 0039

5.2 Caracterizacao cultural

A caracterizagdo cultural baseou-se no crescimento das coldnias do
patégeno em BOD, mantidos nas temperaturas de 15, 20, 25 e 30 ° C, sem fotoperiodo e em

meio BDA.



Foram avaliados todos os isolados, verificado-se a velocidade de
crescimento, cor e a presenca ou ndo de microesclerddios.

Para tal avaliacdo, foram depositadas no centro de placas, contendo
meio de cultura BDA, discos de micélio de Smm de didmetro, retirados da drea periférica de
coldnias dos isolados de aproximadamente 5 dias de idade.

A avaliacdo foi realizada com o auxilio de régua milimetrada, assim
como o crescimento micelial, definido por mm/dia. A coloragdo das coldnias foi caracterizada
no sétimo dia de crescimento. O crescimento micelial foi avaliado com auxilio de régua,

mensurando o mm/dia.

5.3 Caracterizacao morfoldgica

Esporos dos isolados foram obtidos das colonias em meio de cultura.
Para isso, cerca de 1mL de 4gua destilada foi colocada nas placas contendo o patdgeno, e
pipetados cerca de 100ul dessa suspensdao que foi aplicado sobre lamina de microscopia e
analisada sob microscopio 6tico equipado com camera fotografica. Os valores foram entdo
lidos em micrometros e o formato dos esporos verificados de acordo com Gunnel & Gubler,
1995. O comprimento dos esporos foi medido com auxilio de micrometro acoplado na objetiva

de microscopio 6tico.

5.4 Caracterizacao patogénica

Frutos sadios de banana- cv. Nanica, de Goiaba, de Manga- cv. Tommy
Atkins, de mamao- cv. 'Sunrise Solo', de laranja, cv. Péra e de atemdia, em fase intermediaria
de maturacdo, foram lavados com dgua corrente e sabdo, seguido de desinfestacdo em solucao
de alcool 70%, por 30 segundos e em solu¢do de hipoclorito de sédio a 1,5%, por 2 min. Apds
isto, os frutos foram lavados por duas vezes em dgua destilada esterilizada e secos em papel

toalha e, em seguida, mantidos em temperatura ambiente (Figura 1).



Figura 1. Frutos preparados para a inoculaca, apds desinfec¢ao.

O in6culo, com cinco dias de incubacgio, constituiu-se de discos de meio
de cultura (5 mm de didmetro) contendo estruturas dos patégenos. Procederam-se as
inoculacdes dos frutos com os isolados de Colletotrichum spp.; onde cada fruto foi inoculado
com os isolados das demais hospedeiras. Os frutos foram previamente feridos com um
perfurador flambado, e sobre a superficie foram depositados discos contendo estruturas do
patégeno. Em seguida, os frutos foram colocados em camara imida, constituida de um saco
plastico e um chumaco de algodao umedecido em dgua destilada estilizada, por 48 h (figura
2). A testemunha absoluta foi composta por um disco de BDA sobre o ferimento sem conter as
estruturas do patégeno. As avaliagdes foram feitas aos sete dias apds a inoculaciao, medindo-se
o diametro das lesdes em dois sentidos diametralmente opostos. Foi realizado o reisolamento e
a comparagcdo dos isolados. O delineamento experimental adotado foi o inteiramente
casualizado, com 19 tratamentos e 3 repeticdes. Os dados foram submetidos & andlise de
variancia, e a comparacao das médias foi feita por meio do teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.



Figura 2. Frutos ap6s inoculagdo, cobertos com pléstico para criar um microclima apropriado
para o estabelecimento da infec¢do e desenvolvimento do fungo.

5.5 Caracterizaciao enzimatica

Discos de 5 mm da coldnia de cada isolado foram transferidos para
placas de Petri contendo meio BDA, mantidas a 25°C, na auséncia de luz, durante seis-oito
dias, para a obtencdo dos indculos para os testes enzimdticos. A detec¢do das atividades
enzimdticas foi realizada pelo método de difusio em 4gar, onde a enzima amilase foi
determinada no meio nutriente-adgar (Difco) contendo 0,3% de amido solivel (Merck) como
descrita por Coon et al. (1957). A atividade celulolitica foi avaliada utilizando-se meio sais
minerais-dgar (Tuite, 1969) suplementado com 2 g/L. de carboximetilcelulose para a enzima
carboximetilcelulase, e celulose Whatman n°l para enzima celulase ( LEWIS, 1988). A
atividade pectolitica foi determinada utilizando-se meio BDA suplementado com 2,5 g/L. de
pectina citrica para detectar a pectinase, e suplementado com 1% com &cido poligaluctordnico
para detectar a atividade da pectilyase (HANKIN et al., 1971). Lipases foram avaliadas
utilizando-se meio BDA suplementado com Tween 80 e 0,001% de Rodamina B (SIERRA,
1957). A atividade proteolitica foi verificada em meio contendo 1% de caseina como fonte de

carbono. Apds 96 h de incubacio, adicionou-se as placas 5,0 mL de uma solu¢do de é4cido



acético a 5% (STAMFORD, 1998), cujo precipitado torna o dgar mais opaco e acentua as
zonas claras ao redor das coldnias, caracterizando a hidrolise da caseina.

Para determinar a capacidade de degradacdo de lignina, utilizou-se meio
BDA suplementado com 2% de 4cido tanico, para terminacdo da atividade da enzima tanase, e
acido gdlico a 0,2% para a enzima lacase. A atividade da urease foi avaliada utilizando-se
meio BDA suplementado com 1,5 g/L. de uréia e 0,15 g/L de vermelho de cresol (SEELIGER,
1956). Verificou-se a atividade da gelatinase utilizando meio Nutriente suplementado com 150
g/L. de gelatina. Testou-se todos isolados também para a producdo de peroxidase utilizando
perdxido de hidrogénio a 3%.

Todos os testes foram conduzidos em placas de Petri de 9 cm de
diametro contendo 15 mL do meio teste. No centro de cada placa foi depositado um disco de
micélio de 5 mm de didmetro, retirado de colonias dos isolados e, em seguida, todas as placas
foram incubadas a 25° C, na auséncia de luz. Como testemunhas, foram usadas placas apenas
com discos de meio de cultura sem os fungos.

Avaliou-se a producdo das enzimas proteases, celulases, amilases e
lipases através da mensuracdo do didmetro do halo formado em torno das colonias (BASTOS,
2005). As enzimas urease, peroxidase, pectinase, gelatinase, lacase e tanase foram avaliados
por meio de simbolos que representam uma estimativa subjetiva da producdo das enzimas,
baseada na intensidade da colora¢do formada no meio ou aspecto do meio de cultura: +++
intensa; ++ moderada; + fraca; e — auséncia. O delineamento estatistico utilizado foi o
inteiramente casualizado, com trés repeti¢des por tratamento. Os dados foram submetidos a

andlise de variancia e teste de Tukey a 5% de probabilidade para compara¢do das médias.

5.6 Sensibilidade a fungicida

Os isolados provenientes de ateméia foram avaliados de acordo
com o crescimento ou a auséncia dele em meio contendo fungicida benomil (10pg i.a/mL).
Para tal, discos de micélio de Smm foram colocados no centro de placas contendo meio de
cultura BDA acrescido do fungicida. O meio foi preparado através da mistura de meio BDA

recém autoclavado e resfriado até aproximadamente 45° C, ao qual foi acrescido o fungicida,



em Erlenmeyer, e posteriormente misturado vigorosamente e depositado nas placas de petri.

Avaliou-se medindo o crescimento micelial no sétimo dia de incubagao.



6. Resultados e Discussao

6.1.1 Caracterizacao cultural.

Segundo os dados contidos na Tabela 2, podemos verificar que nao
houve grande variag@o na coloracdo das colonias (figura 3), permitindo inferir que os isolados
de atemdia podem ser de uma mesma espécie.

No fundo da placa, verificou-se coloragdo predominantemente cinza,
com os isolados 1 e 3 apresentando coloragdo salmdo e laranja, respectivamente. De acordo
com a Tabela 1, estes isolados pertencem as espécies Colletotrichum musae e Colletotrichum
acutatum, respectivamente.

A presenca de microesclerédios ndo foi observada em nenhum dos
isolados estudados e trata-se de outro item importante para a identificacdo, classificacdo e
caracterizacdo de espécies de Colletotrichum (Tozze Junior, 2007).

No Brasil, apenas o Colletotrichum gloeosporioides foi identificado

como causador de antracnose em anondaceas (Freire et al., 1997).



Tabela 2. Caracteristicas das coldnias dos isolados de atemdia (micélio e fundo da placa) e
presenca de microesclerddios.

Coloragao
Isolado Microesclerodios
Micelio Fundo da placa
1 Laranja Salméao ausente
2 Cinza Cinza ausente
3 Cinza escura Laranja ausente
4 Cinza clara Cinza ausente
5 Creme Cinza ausente
6 Cinza escura Cinza ausente
7 Cinza Cinza ausente
8 Cinza Cinza ausente
9 Cinza Cinza ausente
10 Cinza Cinza ausente
11 Cinza Cinza ausente
12 Cinza Cinza ausente
13 Cinza Cinza ausente
14 Cinza Cinza ausente
15 Cinza Cinza ausente
16 Cinza Cinza ausente
17 Cinza Cinza ausente
18 Cinza Cinza ausente

Figura 3. Aspecto geral das colonias de Colletotrichum spp. em meio BDA.



6.1.2 Velocidade de crescimento das colonias

De acordo com os dados da Tabela 3, a média geral da velocidade de
crescimento micelial dos isolados de Colletotrichum foi de 1,12 cm/dia. Neste parametro,
excegdo foi observada nos isolados 1 e 3, que apresentaram média de velocidade de 0,6 e 0,9
cm/dia, respectivamente. Novamente e de acordo com a Tabela 1, os isolados 1 e 3 sdo
conhecidos como sendo das espécies C. musae e C. acutatum, respectivamente. Além disso,
Vinnere (2004) descreveu que a espécie C. acutatum cresce a uma velocidade inferior a C.
gloeosporioides em meio BDA.

De acordo com a figura 4, todos os isolados apresentaram maior

crescimento micelial na temperatura de 25°C.

Tabela 3. Velocidade de crescimento micelial de isolados mantidos em BOD, a 25°C.

VU NI(velocidade ae
crescimento micelial) (cm/dia) a

Isolado 2R
Médio Minimo Maximo
1 0,65 0,40 0,80
2 1,13 1,00 1,20
3 0,92 0,70 1,20
4 1,13 1,00 1,30
5 1,16 1,00 1,20
6 1,16 1,10 1,25
7 1,15 1,10 1,15
8 1,19 1,10 1,25
9 1,20 1,05 1,27
10 1,16 1,04 1,25
11 1,15 1,05 1,25
12 1,16 1,00 1,27
13 1,18 0,90 1,30
14 1,19 0,90 1,25
15 1,21 0,90 1,27
16 1,16 0,90 1,26
17 1,16 0,80 1,28
18 1,16 1,00 1,15
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Tabela 4. Velocidade média de crescimento micelial dos isolados e comparacdo das médias
pelo teste estatistico Tukey a 5% de probabilidade.

Tratamentos Médias Significancia*

1 0,65 c

1,13 a
3 0,92 b
4 1,13 a
5 1,16 a
6 1,16 a
7 1,15 a
8 1,19 a
9 1,20 a
10 1,16 a
11 1,15 a
12 1,16 a
13 1,18 a
14 1,19 a
15 1,21 a
16 1,16 a
17 1,16 a
18 1,16 a

* Letras iguais indicam que, no nivel de 5%, ndo ha diferenca significativa entre as respectivas médias;
* Coeficiente de variacdo de 4,82%.

6.2 Caracterizacao morfologica

De acordo com os dados da Tabela 5, os isolados 2, 4, 5 a 18
apresentaram média de 67% de conidios na forma “A”, 32% na forma “B” 1% na “C”.
Segundo a Figura 5, a foma “A” significa conidio cilindrico com 4pices arredondados. O
isolado 1 apresentou 54% de conidios na forma “A”, 26% na forma “B” e 20% na “C”. Jd o
isolado 3 apresentou os percentuais de 35, 65 e 0% nas formas citadas.

A espécie Colletotrichum gloeosporioides apresenta conidio cilindrico
com dpices arredondados, enquanto que a espécie C. acutatum conidio fusiforme com apices
afilados (Deyones & Baudry, 1995). De acordo com a Tabela 1, o isolado 3 é conhecidamente

C. acutatum.



Tabela 5. Dados sobre a morfologia dos conidios dos isolados de atemdia, com respectivo
percentual na suspensdo de esporos.

Formato dos conidios (%)
Cilindrico Fusiforme

Isolado Apices Apices  Clavados
arrendondados  afilados (C)
(A) (B)
1 54 26 20
2 57 43 0
3 35 65 0
4 51 47 2
5 70 30 0
6 68 32 0
7 64 36 0
8 71 27 2
9 74 26 0
10 65 35 0
11 62 38 0
12 73 27 0
13 61 35 4
14 77 23 0
15 69 31 0
16 70 28 2
17 63 32 5
18 71 29 0

Figura 5. Formato dos conidios (a = conidio cilindrico com dpices arredondados; b= formato
fusiforme; c= conidio clavado).



6.3 Caracterizacao patogénica

Todos os isolados de Colletotrichum spp., obtidos de atemdia, foram
patogénicos quando inoculados nos frutos de atemdia e, apds reisolamento, confirmaram ser o
agente causal dos sintomas de antracnose nos frutos (Tabela 6).

Pode-se verificar que, com relagdo ao teste de patogenicidade cruzada,
os isolados 1, 2, 3, 4 e 5 produziram maiores lesdes nos frutos de onde foram isolados,
demonstrando certa especificidade (Tabela 6). Essa especificidade de isolados de
Colletotrichumpor determinado hospedeiro ja foi observada por Peres et al. (2002) e Filho et
al. (2003). Os isolados de atemdia ja apresentaram especificidade por hospedeiro, o que
denota fonte de inéculo preferencial para as demais culturas (Tabela 6).

O desenvolvimento de antracnose em varias culturas € influenciado pela
temperatura, duracdo do periodo de molhamento, densidade do indculo, gendtipo do
hospedeiro e também do préprio patégeno (Thompson e Jenkis, 1985; Tu, 1992).

Na Figura 6 pode-se observar os sintomas produzidos nos frutos
testados.

Os isolados de Colletotrichum demonstram grande variacdo quanto a
agressividade por e entre os hospedeiros (Tabela 6).

Um fato constatado é que os isolados 1 e 3, conhecidos como sendo C.
musae e C. acutatum, causaram doenca em inoculacdo artificial nos frutos de atemdia, no
Brasil e em outras partes do mundo, temos somente relatos de C. gloeosporioides e C.
fragariae ocorrendo em anondceas (Freire et al., 1997, Alvarez et al., 2004; Villanueva-Arce

et al., 2005).



E F

Figura 6. (A) indica goiabas inoculadas. (B) indica laranjas inoculadas com isolados de
atemoia, marcagdo a caneta indica.o diametro da lesdo. (C) mangas inoculadas com isolados
de atemdia. A manga a direita apresenta halo necrético bem visivel, enquanto a da esquerda
mostra pequena lesdo. (D) indica bananas inoculadas. (E) indica ateméias inoculadas com
isolado de atemdia e com meio BDA (testemunha). (F) indica mamao inoculado com
testemunha e com isolado de atemdia.



Tabela 6. Valores médios da severidade dos isolados de Colletotrichum spp. inoculados em
frutos de goiaba, laranja (cv. Péra), manga (cv. Tommy Atkins), banana (cv. Nanica), atemodia

e mamao (cv. ‘Sunrise Solo’).

Tratamento  Goiaba* Laranja* Manga* Banana* Ateméia* Maméo
1 1,20 ab 1,83 abc 0,73 ab 225¢ 1,20 abcd 0,80 ab
2 231e 1,83 abc 1,58 def 0,98ab 1,10 abc 1,76 defgh
3 2,78 f 1,70 abc 1,4 bcde 0,76 a 1,20 abcd 2,11 fghij
4 1,01 ab 2,05¢ 0,85 abc 0,70a 1,26 abcd 2,50 ij
5 1,66 cd 1,93 bc 4819 0,75 a 1,00 a 2,20 ghij
6 1,66 cd 1,46 abc 1,23 abcd 0,78 a 0,98 a 1,31 bcde
7 1,21 ab 1,41 abc 1,18 abcd 0,85a 1,35 bcde 1,18 abcd
8 1,16 ab 1,63 abc 1,15 abcd 1,43 b 1,11 abc 1,13 abc
9 1,35 bcd 1,83 abc 1,03 abcd 0,93 ab 0,96 a 1,56 cdef
10 1,20 ab 1,33 ab 1,53 cedf 0,81a 1,20 abcd 1,70 cdef
11 1,68d 1,55 abc 2,18 f 0,91 a 1,38 cde 0,85 ab
12 1,23 ab 1,43 abc 1,11 abcd 1,05ab 1,33 bcde 1,11 abc
13 2,15e 1,43 abc 4259 0,93 ab 1,45 de 2,53
14 1,15 ab 1,33 ab 1,66 def 1,10 ab 1,98 f 1,76 defgh
15 1,06 ab 1,45 abc 0,75 ab 1,16 ab 1,58 e 1,91 efghi
16 1,00 a 1,30 ab 2,10 ef 0,81 a 1,38 cde 2,35 hij
17 1,33 abc 1,28 ab 0,96 abcd 1,06 ab 1,21 abcd 1,36 bcde
18 1,18 ab 1,20 a 1,36 abcd 0,93 ab 1,05 ab 1,25 bcd
19 1,00 a 1,23 a 0,68 a 0,68 a 0,98 a 0,60 a

C.N% 7,68 14,12 14,30 16,69 7,88 12,46

*Letras iguais na coluna nao diferem estatisticamente no teste Tukey a 5% de probabilidade.



“WINYD141012]]00) AP SOPE[OSI SOp apeproruagoled ap 219, */ BINSL

sope|os]
KN B T T

%@ %@ %@ %} &
@ @0 o@é?av,.v@

e
%
&
%
‘¢
%
[}
e
<

- 00°t

- 002

- 00°€

(wo) oesa

- 00y

- 00°G

elowslym eqeioom elueseg

eueueg ebueNym oerweN@ - 009



31

6.4 Caracterizacao enzimatica

O isolado 1, identificado como C. musae e coletado através do
isolamento de uma lesdo esporulada de banana cultivar Nanica, diferenciou-se dos demais por
se comportar apresentando maior producdo da enzima caseinase e amilase. De uma forma
geral, o isolado foi o que apresentou a menor producdo das demais enzimas (Figura 11).

Os isolados 2, 3, 4 e 5, de laranja, goiaba, mamdo e manga,
respectivamente, apresentaram comportamento semelhante. Uma diferenca significativa pode
ser observada nos isolados coletados de atemdia. Caracterizados como Colletotrichum spp., se
diferenciaram por apresentar uma maior producdo da enzima amilase, fato que pode ser
observado pela média maior do halo formado no meio de cultura contendo amido, de acordo
com a Tabela 7. Com relacdo as demais enzimas, ndo é observado nenhuma diferenciagao,

ficando sua média préxima as demais.
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De acordo com a Tabela 7 e Figura 8, o isolado 1 foi o que apresentou,
em valores absolutos, a menor producdo das enzimas amilase carboximetilcelulase, celulase e
lipase em relagdo aos demais isolados. Todos os isolados produziram de maneira fraca e
equanime, as enzimas gelatinase e peroxidase. O isolado 6 foi o tnico que ndo produziu a
enzima pectinase. De forma geral, todos os isolados produziram as enzimas testadas, porém

em quantidades varidveis.



"0B3RIO[0D IP BIOUYSNE 3 + BORIJ OBIRIO[OD i++ BPRIOPOW OBSRIO[0D ‘+-++ BSUAUI 0BSRIO[0D
:0pUO ‘BINI[NO 9P OIAW Op 0302dse NO OIoW OU 2JUL)NSAI OO BP IPEPISUUI BU IS-NOASEq 9seune[ad 9 sosearn ‘soseurtoad ‘soseprxorod op oednpoid V ..

"SBIUQ[OD SEP OUI0) W OPBULIO]
orey op onaweIp op (saodnadar sen) vipow e[ad epeI[EAL 10] 9SBORT 9 dskUR ], ‘dseurase)) ‘asedr ‘@se[n[a)) ‘Ose[N[AI[NWIX0qIR)) “@se[iuy ap ogdnpoid Vy «

+ + ++ + ++ ++ L2h Ly €L o'cl 0'Ge 8l
+ + ++ + ++ ++ o'l L'6 o‘cl 0'Gl L'€2 L1
+ + ++ + ++ ++ ozt 0L '8l o‘cl LY 9l
+ + ++ + ++ ++ 0'6 gzt el L2l £'82 Gl
+ + ++ + ++ ++ gL 0ovL €51 L2l g'1e vl
+ + ++ + ++ ++ g9l g2 o€l gcl 0'GE el
+ + ++ + ++ ++ ggL L't Ll L0l e'0¢e 4!
+ + ++ + ++ +Ht LhL gl ol o‘cl 1'2g L
+ + ++ + ++ ++ 0Ll 56 0‘cl Syl ‘82 ot
+ + ++ ++ ++ ++ L'6 ozt Lol X! L'6g 6
+ + ++ + ++ ++ 08 g'el 0l L8l £'/2 8
+ + ++ + ++ ++ €9 g1l £'6 £l £'6e L
+ + + - + + 0'G L] L'8 £l L1€ 9
+ + ++ + ++ + o‘ch £'s £zl L'gl €61 S
+ + ++ + ++ ++ g2t L1 08 gcl 0've v
+ + ++ + ++ ++ ! g/ L0} g0l ! €
+ + ++ + ++ + o‘cl 0'8 £ 02! L2 Z
+ + ++ + + ++ 0Lt £'s £ L2 L6 !

.OSEpIxolad ,,0Seuneey) ,,0seain ,,0Seundsd ,,0Ssede| L, 0seue] oseulpse) ,osed]  ,8SEIN@)  ,OSO|N|@J|IIOWIXOGIRD)  ,OSEe|iWy ope|os|

"SOPE[OSI SOP BONBWIZUD OBILZLIORIR)) '/ B[AqR],

123



35

6.5 Sensibilidade a fungicida

Os isolados 1 e 3 apresentaram crescimento micelial em meio de cultura
contendo o fungicida benomil. Os demais isolados nfo cresceram no meio + benomil.

Na literatura, C. acutatum é relatado como resistente ao benomil,
enquanto C. gloeosporioides é suscetivel ao fungicida (Bernstein et al., 1995; Adaskaveg &
Hartin, 1997; Foster, 2000; Vinnere, 2004).

Analisando-se todos os testes de caracterizagdo realizados, menos o
enzimatico, conclui-se que a espécie prevalente em atemoia € Colletotrichum gloeosporioides.
Isso pode ser corroborado pelo fato dos isolados 6 a 18, todos provenientes de atemoia,
comportarem-se de maneira semelhante, nos testes citados, com os isolados 2, 4 e 5, isolados
estes identificados pelo Professor Dr. Nelson Massola Junior da ESALQ — USP, como sendo
da espécie C. gloeosporioides. Os dados obtidos no presente trabalho corroboram ainda com o
relato de Freire et al. (1997), que descrevem a espécie C. gloeosporioides como sendo a Unica

identificada como causadora de antracnose em anonaceas no Brasil.

Tabela 8. Crescimento dos isolados de atemdia em meio contendo 10 mg/L de fungicida
benomil.

Crescimento
Isolado em Benomyl
[10 mg/L]

o
CFo LN UA WN R
'
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7. Conclusoes

- Os isolados 6 a 18, provenientes de atemdia, pertencem a espécie
Colletotrichum gloeosporioides;

- As espécies dos isolados 1, 2, 3, 4 e 5 de Colletotrichum devidamente
identificados foram vitais no auxilio da identificacdo da espécie dos isolados de
Colletotrichum de atemoia;

- Os isolados de Colletotrichum de atemdia sdo inespecificos com
relacdo a hospedeiro;

- As espécies de Colletotrichum obtidas da ESALQ — USP apresentaram
especificidade, principalmente ao hospedeiro de origem;

- Por meio de inoculagdo artificial, os isolados 1 e 3, conhecidamente
Colletotrichum musae e Colletotrichum acutatum, respectivamente, causaram doenca em
frutos de atemdia;

- Os isolados de Colletotrichum de atemdia sdo inespecificos com

relacdo a hospedeiro.
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