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APRESENTACAO

O agronegécio brasileiro vem se expandindo cada vez mais, isso se deve ao
constante crescimento populacional, com isso tem-se ume demanda maior por alimentos e
insumos necessarios para os processos produtivos, as importacdes e exportagdes também
tem a sua influéncia para tal acontecimento, ja que o Brasil se destaca entre os paises que
mais produzem.

Entretanto, mesmo com toda informacgéo ja existente ainda se faz necessario o
desenvolvimento de novos estudos, a fim de capacitar e minimizar alguns entraves existentes
no sistema de producéo, considerando o cenario atual a demanda por informacdes de boa
qualidade é indispensavel.

Com isso, 0 uso de tecnologias, técnicas e pesquisas necessitam estar atreladas na
producéo agricola para desde modo obter sucesso e alta produtividade. Com base nisso a
obra “Desenvolvimento da pesquisa cientifica, tecnologia e inovagéo na agronomia 3” vem
com o intuito de trazer aos seus leitores informagdes essenciais para o sistema agricola.

Apresentando trabalhos desenvolvidos e resultados concretos, com o objetivo de
informatizacdo e capacitacéo acerca deste setor, oferecendo a possibilidade do leitor de
agregar conhecimentos sobre pesquisas desenvolvidas para a agricultura. Pesquisas que
buscam contribuir para o aprimoramento dos pequenos, médios e grandes produtores.
Desejamos a todos, uma excelente leitura!

Raissa Rachel Salustriano da Silva-Matos
Lidia Ferreira Moraes
Fabiola Luzia de Sousa Silva
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RESUMO: O Brasil é o principal produtor mundial
de maracuja. No entanto, dentre as doencas que
afetam a cultura do maracujazeiro a antracnose,
causada por espécies do género Colletotrichum,
acarreta grandes prejuizos socioecondmicos no
nordeste brasileiro. Conhecendo a importancia
desse patdgeno para cultura os objetivos deste
estudo foram identificar espécies do género
Colletotrichum que causam a doenga antracnose
em folhas de maracujazeiro, utilizando
analises filogenéticas multi-locus associadas a
caracteristicas morfoculturais. Os isolados foram
obtidos de folhas de maracujazeiro apresentado
sintomas tipicos da doenga, coletados no
municipio de Coruripe e identificados com
base nas sequéncias dos genes GAPDH,
TUB2 e regido ITS-rDNA. Para caracterizagéo
cultural foram realizadas avaliagcbes da taxa de
crescimento micelial e aspecto das col6nias. Na
caracterizagdo morfolégica foram mensurados
o comprimento e a largura de 50 conidios e
apressoérios. A andlise filogenética multi-locus
associada a caracteristicas morfoculturais,
juntamente com o teste de patogenicidade foi
possivel comprovar que C. tropicale (Complexo
gloeosporioiodes) é responsavel por causar
antracnose em maracujazeiro no estado de
Alagoas.

PALAVRAS-CHAVE: Filogenia
Passifloraceae. Patogenicidade.

multi-locus.

Colletotrichum tropicale ASSOCIATED
TO ANTHRACNOSE IN PASSION FRUIT
BRAZIL

ABSTRACT: Brazil is the world’s leading
producer of passion fruit. However, among the
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diseases that affect the culture of passion fruit, the anthracnose, caused by species of the
Colletotrichum genus, causes great socioeconomic losses in northeastern Brazil. Knowing the
importance of this pathogen for culture, the objectives of this study were to identify species
of the genus Colletotrichum that infect passion fruit leaves, using multi-locus phylogenetic
analyzes associated with morphocultural characteristics. The isolates were obtained from
leaves of passion fruit showing typical symptoms of the disease, collected in the municipality
of Coruripe and identified based on the sequences of the genes GAPDH, TUB2 and ITS-rDNA
region. For cultural characterization, evaluations of the mycelial growth rate and appearance
of colonies were performed. In the morphological characterization, the length and width of 50
conidia and appressoria were measured. The multi-locus phylogenetic analyze associated
with morphocultural characteristics, together with the pathogenicity test, it was possible to
prove that C. tropicale (Gloeosporioiodes Complex) is responsible for causing anthracnose in
passion fruit in the state of Alagoas.

KEYWORDS: Multi locus phylogeny. Passifloraceae. Pathogenicity.

11 INTRODUCAO

O maracujazeiro (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg) é originario da América
tropical com mais de 150 espécies nativas do Brasil (CROCHEMORE et al., 2002). A cultura
esta em franca expansao tanto para a producgéo de frutas para consumo “in natura” como
para a produgcdo de suco. Suas sementes, folhas e raizes sdo utilizadas pela industria
farmacéutica como antiespasmodicos, anti-helminticos e sedativos. Suas flores sao
utilizadas pelo mercado da ornamentagdo (FALEIRO et al., 2005; HU et al., 2018).

O Brasil € o maior produtor mundial de maracuja com uma produgéao total de 690.364
mil toneladas. Entretanto, ao observar o panorama da producdo desde 1990 observamos
uma queda significativa ao longo dos anos (IBGE, 2020). As perdas na produgéo devido a
diferentes problemas fitossanitarios podem ocorrer e causar danos significativos a cultura.
Dentre esses problemas, a antracnose causada por espécies do género Colletotrichum é
uma das principais doengas encontradas em todas as regioes produtoras, causando sérios
prejuizos, principalmente em épocas de elevada temperatura associada a alta umidade
(SAO JOSE, 2015). Os sintomas de antrachose nas folhas apresentam-se na forma de
manchas com aspecto aquoso, que evoluem em tamanho, adquirindo uma cor parda com
bordos pardo-escuros. Com a coalescéncia de lesdes, formam-se grandes areas de tecidos
necrosados, apresentando rachaduras e intensa queda de folhas (FISCHER e REZENDE,
2016).

Tozze Junior et al. (2010) e Damm et al. (2012) relataram as espécies Colletotrichum
gloeosporioides e C. boninense associadas a antracnose de Passiflora spp. no Brasil,
Colombia, Flérida, Japdo e Argentina, no entanto, estes trabalhos foram baseados em
caracterizagdo morfocultural e molecular, utilizando a regido ITS-rDNA e RAPD (WOLCAN
e LARRAN, 2000; AFANADOR-KAFURI et al., 2003; ALMEIDA e COELHO, 2007; TOZZE
JUNIOR et al., 2010; GIL et al., 2017). Contudo, estes critérios taxonémicos tém sido
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considerados insuficientes para identificagdo confiavel das espécies deste género (CAl et
al., 2009; HYDE et al., 2009). Recentemente, a identificacdo do género Colletotrichum tem
sido baseada na andlise filogenética multi-locus combinada com caracteres fenotipicos
reconhecidos, como morfologia, patogenicidade e caracteristicas culturais (VIEIRA et
al.,, 2017; VELOSO et al., 2018; COSTA et al., 2019; DAMM et al., 2019). A partir desta
abordagem, novas espécies foram relatadas em Passiflora spp.: C. brasiliense, C.
colombiense, C. karstii, C. plurivorum, C. brevisporum e C. torulosum (Damm et al., 2012;
Damm et al., 2019).

Assim, os objetivos deste trabalho foram identificar espécies do género
Colletotrichum através da caracterizagdo molecular e morfocultural obtidas a partir de

folhas de maracujazeiro.

21 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Fitopatologia Molecular do Centro de
Ciéncias Agrarias (CECA) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL), localizado no km
85 da BR 101 Norte (9°27°54.71” S — 35°49°39.27” O), no municipio de Rio Largo, Alagoas,
Brasil.

Folhas de maracujazeiro exibindo sintomas tipicos de antracnose foram coletadas
em um plantio comercial no municipio de Coruripe - AL. As folhas foram lavadas em agua
corrente e secas em papel filtro. Pequenos fragmentos foram obtidos da regido de transicao
do tecido sadio/doente. Os fragmentos foliares foram desinfestados superficialmente com
etanol 70% por 30 s, 1% de NaCIlO por 1 min, lavados em agua destilada estéril por 30
s e secos em papel filtro esterilizado. Em seguida, estes foram transferidos para placas
de Petri contendo meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) e mantidos a 25 °C até o
crescimento. Apds esporulagdo os isolados foram identificados morfologicamente como
pertencentes ao género Colletotrichum (SUTTON, 1980).

Para obtencgéo das culturas puras, os isolados monospéricos foram obtidos a partir
de diluicdo seriada de uma suspensdo de esporos até 10 da concentracgéo inicial. Uma
aliquota de 20 pL foi uniformemente distribuida em placas de Petri contendo meio AA (agar
agua) usando uma alga de Drigalski. Apds 24 horas, o esporo germinado de cada isolado
foi transferido para novas placas de Petri contendo meio BDA. Os isolados monospéricos
foram preservados pelo método de armazenamento por congelamento em tiras de papel-
filtro (ALFENAS e MAFIA, 2007). Posteriormente, foram depositados na Colecdo de
Culturas de Fungos Fitopatogénicos da Universidade Federal de Alagoas (COUFAL).

Para a realizagdo do teste de patogenicidade, folhas assintomaticas obtidas de
maracujazeiro foram lavadas e secas em papel toalha. O inéculo consistiu de uma gota
de 30 pL da suspensédo de esporos na concentragdo de 10° conidios/mL. Em seguida, o
indculo juntamente com uma gota de Tween 20% foi depositado sobre a superficie adaxial
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das folhas feridas com auxilio de uma agulha estéril, com quatro repeticdes. A testemunha
consistiu apenas de agua destilada esterilizada (ADE). As folhas foram acondicionadas
em gerbox com papel filiro esterilizado umedecido com ADE e incubadas em estufa
Biochemistry Oxigen Demand (BOD) a 25 °C e fotoperiodo de 12 h. Aos sete dias apés a
inoculacdo foram realizadas observagdes dos sintomas das lesdes nas folhas. O patbgeno
foi reisolado para comprovar a patogenicidade completando, assim, os postulados de Koch
(KOCH, 1882).

O DNA gendmico total dos isolados foi obtido a partir de culturas monospéricas
cultivadas em meio L- asparagina (ZAUZA et al., 2007), durante cinco dias a temperatura
ambiente, posteriormente utilizou-se o protocolo de Doyle e Doyle (1987). Isolados do
estudo foram usados como molde para a amplificagcdo por PCR da sequéncia parcial do
gene gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), B-tubulina (TUB2) e regidao rDNA
Internal transcribed spacer (ITS).

As reacoes de PCR foram realizadas com tampé&o 10X (3 uL), MgCl2 50 mM (0.9 pL),
10 mM DNTP’s (2.4 uL), 10 uM de cada oligonucleotideo (2 pL), 1U Tag DNA polimerase
(0.2 pL) and DNA (1L, 25ng/uL). O volume final da reacgéo foi ajustado para 30 pL com
agua deionizada (Milli-Q) esterilizada. Produtos de PCR foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose 1 %, corados em brometo de etideo e examinados sob luz ultravioleta
(UV). Amostras positivas para PCR foram enviadas para sequenciamento na empresa
Macrogen Inc., Seoul, Coréia do Sul.

Sequéncias consenso foram montadas utilizando o software Staden Package.
Estas foram inicialmente comparadas com o banco de dados de sequéncias do GenBank
usando o algoritmo BLASTn para determinar as espécies com as quais compartilham maior
identidade de sequéncia. Com base nos resultados da analise BLASTn, sequéncias de
isolados tipo e outras referéncias de espécies de Colletotrichum disponiveis no GenBank
para cada gene e regido gendmica, foram obtidas para a construgcéo da arvore filogenética.
Alinhamentos miltiplos de sequéncias foram preparados usando o algoritmo MUSCLE
(EDGAR, 2004), implementado no software MEGA v.7 (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis) (TAMURA et al., 2011) para os conjuntos de dados. A andlise de Inferéncia
Bayesiana (BI) foi realizada com as sequéncias multi-locus (GAPDH, TUB2 e ITS).

Na caracterizagdo morfologica, o comprimento e largura de cinquenta conidios e
apressorios, foram avaliados a partir da deposi¢cédo de uma gota (40 pL) de ADE juntamente
com os conidios em lamina de vidro estéril acondicionados em placa de Petri forrada com
papel filtro umedecido com ADE, para manter o ambiente imido e permitir a germinagéo
dos conidios. Apds 24 horas, as imagens dos conidios e apressérios foram capturados
sob microscépio (Olympus CKX41SF, software de captura de imagem CellSens Standard
— Olympus 2010).

A caracterizacéo cultural foi obtida a partir do crescimento de um plug de micélio
(5 mm) adicionado em meio BDA sintético e mantido em estufa incubadora BOD com
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temperatura de 25 °C + 1°C e fotoperiodo de 12 h. Foram usados 5 repeti¢bes por isolado.
A velocidade de crescimento micelial foi estimada por meio da mensuragéo do didmetro
das colénias (mm) diariamente por sete dias. O aspecto e cor das colénias também foram
registrados.

31 RESULTADOS

Os isolados induziram pequenas manchas circulares pardacentas na superficie das
folhas com ferimentos aos sete dias apds a inoculagdo. Nenhum sintoma foi observado
na testemunha. As caracteristicas morfoculturais para ambos os isolados (COUFAL0281
e COUFAL0282) eram brancas com reverso branco, com micélio denso, e taxa média de
crescimento de 7,54 mm/dia, ap6s 7 dias em meio BDA sintético a 25 °C. Os conidios
e apressorios foram observados em abundancia. Os conidios eram subcilindricos com
extremidades arredondadas, hialinos, paredes lisas e medidos 13,63-20,59 pm (X= 17,54
um; n= 50) de comprimento e 4,40-7,93 um (X= 5,88 um; n= 50) de largura. Os apressorios

eram melanizados, subglobosos, irregulares e mediam 7,44 - 18,57 um (X= 10,04 um; n=
50) de comprimento e 5,49-10,16 um (X= 7,66 um; n= 50) de largura (Figura 1).

Figura 1: Caracteristicas morfoculturais e teste de patogenicidade dos isolados de Colletotrichum

tropicale. Al e All, Bl e BII - Aspectos das col6nias (verso e reverso, respectivamente); Cl e Cll —

Conidios e apressorios de Colletotrichum; DI e DIl — Teste de patogenicidade; El e Ell — Sintoma
original.

As analises das sequencias de gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH),
B-tubulina 2 (TUB 2) e espagador transcrito interno (ITS) foram inicialmente comparados
com o banco de dados de sequéncias do GenBank usando o algoritmo BLASTn mostrando
que os isolados apresentaram 98 e 100% de identidade com a espécie C. tropicale (Figura
2).
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Figura 2: Arvore filogenética multi-locus inferida da analise Bayesiana usando GAPDH, TUB2 e regido
ITS para a espécie Colletotrichum tropicale. Os valores de probabilidade subsequentes > 0.02 séo
indicados acima dos noés. As culturas do ex-tipo estdo marcadas com um asterisco. Os isolados usados
neste estudo estdo destacados em negrito. A arvore esta enraizada com Colletotrichum boninense.

41 DISCUSSAO

Neste estudo, foram aplicadas anélises morfoculturais, teste de patogenicidade
e analises filogenéticas para identificacdo e relato da espécie Colletotrichum tropicale
associada a doenga antracnose em maracujazeiro. Apesar de a antracnose ser considerada
uma doenca de grande importancia por atacar a parte aérea das plantas em qualquer
época de desenvolvimento e causar sérios prejuizos (KIMATI et al., 2011; SAO JOSE,
2015) sua etiologia permanece pouco estudada no Brasil (TOZZE JUNIOR et al., 2010;
DAMM et al., 2019). No estudo, a abordagem molecular usando os genes GAPDH, TUB2 e
regido ITS-rDNA agrupou de maneira confiavel os isolados COUFAL0281 e COUFAL 0282
de Colletotrichum obtidas de folhas de maracujazeiro.
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A ocorréncia desta espécie tem sido frequentemente relatada em varias outras
culturas cultivadas no nordeste do Brasil (SILVA et al., 2017; VELOSO et al., 2018; VIEIRA
et al., 2018; COSTA et al., 2019). Além disso, muitas dessas culturas sédo cultivadas nas
proximidades dos pomares de maracujazeiro, favorecendo a movimentagéo de patdgenos
entre hospedeiros, provavelmente devido a influéncia antrépica, circulagdo de animais e
insetos, além de respingos de chuva causados pelo vento. No entanto, este & o primeiro
relato de C. tropicale em Passiflora edulis no mundo.

Os isolados identificados neste estudo induziram manchas circulares pardacentas
consistentes com os sintomas tipicos de antracnose encontrados em folhas de maracujazeiro
descritos por Fischer; Rezende (2016). Além de apresentar caracteristicas morforl6gicas
semelhantes aquelas descritas em estudos anteriores para a espécie C. tropicale dentro do
complexo gloeosporioides (WEIR; JOHNSTON; DAMM, 2012). As caracteristicas culturais
das espécies de Colletotrichum sé@o bastante variaveis, sendo determinado por diversos
fatores, como meio de cultura, fatores ambientais e condi¢cbes de armazenamento (WEIR;
JOHNSTON; DAMM, 2012).

Os resultados deste estudo podem contribuir para o desenvolvimento de técnicas
adequadas de controle da antracnose na cultura do maracujazeiro cultivado no estado de
Alagoas e em outras partes do mundo.

51 CONCLUSAO

A espécie Colletotrichum tropicale estd associada a antracnose em folhas de
Passiflora edulis no Brasil.
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