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APRESENTAÇÃO

Nos dias atuais a demanda por alternativas que alavanque a produtividade do 
meio agrário são cada vez mais requisitados. E tal acontecimento só é possível por meio 
de pesquisas destinadas a cada tipo de problemática existente, com o intuito de sanar 
uma grande diversidade de entraves que possam interferir diretamente na produtividade 
de diversos segmento das ciências agrárias, tendo em vista a grande quantidade de 
pesquisadores envolvidos e empenhados a desenvolverem pesquisas que promovam para 
toda a população inúmeros benefícios nesse ramo.

Com isso as pesquisadas realizadas por estes pesquisadores, vem se tornando cada 
vez mais avançadas e precisas, indo desde a utilização de microrganismos até tecnologias 
utilizadas nas diferentes etapas de cultivos. Isso engloba diferentes espécies vegetai e 
animais, afirmando mais uma vez o quão essencial é a pesquisa.

O livro “Ciências agrárias: Estudos sistemáticos e pesquisas avançadas” possui o 
objetivo de disseminar os conhecimentos adquiridos por meio de pesquisas em diferentes 
regiões e segmentos das ciências agrárias. Disseminando estes conhecimentos para 
auxiliar em possíveis indagações que possam surgir referentes ao tema proposto pelo livro.

Desejamos aos nossos leitores uma boa leitura, e que através desse compilado de 
conhecimentos possam desfrutar ao máximo. Boa leitura!

Raissa Rachel Salustriano da Silva-Matos
Luiz Alberto Melo De Sousa

Lídia Ferreira Moraes
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RESUMO: A romã é um fruto medicinal, com 
várias indicações terapêuticas, de futuro 
promissor para a fruticultura no mercado 
mundial e que tem sido afetado pela antracnose. 
A doença é causada por fungos do gênero 
Colletotrichum que provoca grandes prejuízos à 
fruticultura mundial, tanto em campo como em 
pós-colheita. O gênero Colletotrichum possui 
uma grande variabilidade de espécies que 
atacam uma gama de hospedeiros de forma 
inespecífica, estas características dificultam 
sua taxonomia. Por isso, o objetivo do presente 
estudo foi a identificação das espécies do 
gênero Colletotrichum através da caracterização 
morfológica, cultural e molecular. Isolados foram 
obtidos de romãs com sintomas de antracnose, 
coletados em municípios dos estados de Alagoas 
e Bahia. Para caracterização destes isolados 
foram realizados: teste de patogenicidade, 
avaliação da velocidade de crescimento micelial, 
coloração e aspecto das colônias cultivadas 
em BDA, mensuração e observação da forma 
de cinquenta conídios e apressórios e extração 
de DNA para amplificação com os genes 
gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) 
e β-tubulina (TUB2) e a região ITS. Todos os 
isolados revelaram patogenicidade positiva. 
As colônias apresentaram coloração variando 
de branco a cinza e média da velocidade de 
crescimento micelial de 7.6 mm/dia. Os conídios 
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eram hialinos, cilíndricos com extremidades arredondadas e medindo 14.3 (12.30 - 20.01) 
× 4.8 (3.36 - 6.11) μm. Os apressórios eram marrons, clavados e globosos medindo 8.4 
(5.28 - 12.12) × 6.3 (4.8 - 9.1) µm. A análise da sequencia multi-locus, juntamente com 
as características morfoculturais e teste de patogenicidade foi possível comprovar que 
Colletotrichum tropicale é responsável por causar antracnose em frutos de romã no estado 
de Alagoas.  
PALAVRAS-CHAVE: Filogenia multi-locus. Patogenicidade. Fruto.

Colletotrichum tropicale ASSOCIATED TO ANTHRACNOSE ON POMEGRANATE 
IN BRAZIL

ABSTRACT: Pomegranate is a medicinal fruit, with several therapeutic indications, with 
a promising future for fruit growing in the world market and which has been affected by 
anthracnose. The disease is caused by fungi of the genus Colletotrichum that causes great 
damage to the world’s fruit production, both in the field and in post-harvest. The genus 
Colletotrichum has a great variability of species that attack a range of hosts in a non-specific 
way, these characteristics make its taxonomy difficult. Therefore, the objective of the present 
study was to identify the species of the genus Colletotrichum through morphological, cultural 
and molecular characterization. Isolates were obtained from pomegranates with symptoms of 
anthracnose, collected in municipalities in the states of Alagoas and Bahia. To characterize 
these isolates, the following were performed: pathogenicity test, assessment of mycelial 
growth rate, color and appearance of colonies grown in PDA, measurement and observation 
of the shape of fifty conidia and appressoria, and DNA extraction for amplification with the 
glyceraldehyde-3- genes. phosphate dehydrogenase (GAPDH) and β-tubulin (TUB2) and the 
ITS region. All isolates showed positive pathogenicity. The colonies showed a color ranging 
from white to gray and an average mycelial growth rate of 7.6 mm/day. The conidia were 
hyaline, cylindrical with rounded ends and measuring 14.3 (12.30 - 20.01) × 4.8 (3.36 - 6.11) 
μm. The appressoria were brown, clavate and globose measuring 8.4 (5.28 - 12.12) × 6.3 
(4.8 - 9.1) µm. The analysis of the multi-locus sequence, together with the morphocultural 
characteristics and pathogenicity test, it was possible to prove that Colletotrichum tropicale is 
responsible for causing anthracnose in pomegranate fruits in the state of Alagoas. 
KEYWORDS: Multi locus phylogeny. Pathogenicity. Fruit.

1 | 	INTRODUÇÃO
O Brasil possui uma grande diversidade de plantas frutíferas e ocupa o terceiro lugar 

no ranking dos maiores produtores de frutas do mundo, com uma área superior a 2,5 milhões 
de hectares cultivados, produzindo cerca mais de 44 milhões de frutas por ano e gerando 
mais de 5 milhões de empregos (ABRAFRUTAS, 2021). A fruticultura nacional arrecadou 
valores superiores a 1,06 bilhões de dólares em receita na exportação de frutas, em 2021, 
apresentando aumento de 20% em relação ao ano anterior. Em 2021 foram exportadas 
mais de 1,218 milhões de toneladas de frutas, aumento de 18% quando comparado a 2020 
(ABRAFRUTAS, 2022; AGROSTATE; MAPA, 2022). 
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No entanto, o consumo de frutas ainda é muito baixo no país, dessa forma, a 
Organização Mundial da Saúde (OMS) salientou sobre o consumo regular de frutas ser 
fator importante de proteção e de prevenção das doenças (WHO, 2014). Na literatura, 
estudos evidenciam à importante associação entre o consumo adequado desses alimentos 
e menor risco de mortalidade por doenças cardiovasculares e neoplasias (NICKLETT et al., 
2012; WAND et al., 2014). A recomendação adequada é de 400g/dia e isso equivale a cinco 
porções, de 80g cada, de frutas, legumes e/ou verduras (WHO, 2003).

A romã (Punica granatum L.) é considerada fruto simbólico desde os tempos antigos 
(WU; TIAN, 2017), obtendo notoriedade significativa como alimento funcional e fonte 
nutracêutica (BOUSSAA et al., 2020). O fruto é não climatérico e deve ser colhido com 
maturidade adequada, por não amadurecer após a colheita (KAHRAMANOĞLU; USANMAZ, 
2016). Apresenta ampla distribuição e diversidade genética no mundo (MELGAREJO-
SÁNCHEZ et al., 2021), obtendo variabilidade, através de fatores distintos, como cultivar, 
região cultivada, clima, maturidade, práticas de manejo e condições de armazenamento 
(FERNANDES et al., 2017). Kandylis e Kokkinomagoulos, (2020) relataram a ocorrência de 
muitos cultivares de romã espalhados pelo mundo, mais de 500, destacando a “Wonderful” 
(PAREEK et al., 2015). 

A cultura contribui na manutenção de um bom estado de saúde, por meio 
de propriedades antioxidantes, anti-inflamatórios, antienvelhecimento, prebióticas, 
anticancerígenas e fitocompostos que podem prevenir o desenvolvimento de várias 
doenças crônicas e papel protetor contra distúrbios metabólicos e doenças cardiovasculares 
(LAVORO et al., 2021). Com a crescente consciência do consumo de alimentos que possuam 
ingredientes bioativos naturais, como antioxidantes, visando melhorar e proteger a saúde, 
frutos e resíduos da romã, são produtos alimentícios essenciais que abragem quantidades 
significativas desses bioativos (LAMPAKIS et al., 2021). Esse aumento de demanda pelos 
consumidores aliado ao desenvolvimento de métodos industriais de separar as sementes 
e avanços nas técnicas de cultivo resultou num aumento das áreas de pomares de romãs, 
sendo cultivada não apenas nas regiões tradicionais, como também no hemisfério sul: 
América do Sul, África do Sul e Austrália (AJAPT, 2017). 

No Brasil, a cultura encontrou todas as condições favoráveis para desenvolvimento 
vegetativo, florescimento, frutificação e produção de frutos de qualidade (CARDOSO et 
al., 2011). Em relação aos problemas fitossanitários da romãzeira, os relatos ainda são 
escassos. Ito et al (2017) relataram que no município de Presidente Prudente, SP e regiões 
vizinhas, uma doença tem provocado drástica desfolha em romãzeiras, nos cultivos 
comerciais, sobretudo nas épocas chuvosas, que proporcionam condições favoráveis pela 
alta umidade e temperatura mais elevadas. Além da desfolha, foram verificadas, nas folhas 
pequenas manchas necróticas, e nos frutos as manchas necróticas variavam de 1 mm 
a 4 mm, depreciando o produto e reduzindo a produtividade. A doença antracnose em 
folhas e frutos nas culturas de romã, em Presidente Prudente, SP e regiões vizinhas foram 
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relatadas sendo causada por C. fructicola (ITO et al., 2017).
Na região nordeste, Cardoso et al (2011), observaram que a romã é cultivada com 

fins ornamentais e medicinais em chácaras e quintais, com pouca expressão comercial. 
Todavia, no município de Limoeiro do Norte, CE, foi implantando um pomar comercial e 
foram observados sintomas de antracnose nos frutos, folhas, ramos e inflorescências de 
plantas adultas de romãzeira causadas por Colletotrichum spp., provocando sérios danos 
à produção e qualidade dos frutos. 

O gênero Colletotrichum abrange atualmente 257 espécies aceitas com dados 
moleculares, dentre elas, 14 são espécies isoladas (singleton) e as outras 243 espécies 
estão agrupadas em um dos 15 complexos reconhecidos (TALHINHAS; BARONCELLI, 
2021). A espécie C. fructicola foi relatada ocasionado à antracnose de romãzeira no Brasil 
(ITO et al., 2017). No entanto, este trabalho foi baseado em caracterização morfocultural, 
patogênica e caracterização molecular, utilizando apenas a região ITS, onde a análise 
molecular foi feita baseada apenas na seqüência parcial da região ITS, e comparada por 
BLASTn no GenBank. Porém, a identificação do gênero Colletotrichum tem sido baseada 
em estudos mais acurados utilizando uma análise filogenética multi-locus combinada com 
caracteres fenotípicos reconhecidos, como morfologia, patogenicidade e características 
culturais (HYDE et al., 2014; DAMM et al., 2019; JAYAWARDENA et al., 2021; TALHINHAS; 
BARONCELLI, 2021). Dessa forma, o objetivo com esse estudo foi identificar espécies de 
Colletotrichum associadas à romã na região Nordeste do Brasil, com base em análises de 
filogenia multi-locus e caracterização morfocultural, como forma de contribuir para o melhor 
entendimento da etiologia da antracnose nessa cultura.

2 | 	MATERIAL E MÉTODOS
O trabalho foi realizado no Laboratório de Fitopatologia Molecular do Centro de 

Ciências Agrárias (CECA) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL) localizado no km 85 
da BR 101 Norte (9º27’54.71”S – 35º49’39.27”O), no Município de Rio Largo que dista 27 
km da cidade de Maceió, capital do estado de Alagoas, Brasil. 

Os isolados utilizados no estudo foram obtidos a partir de romãs que apresentaram 
sintomas de antracnose. As coletas foram realizadas em plantios não comerciais e em 
feiras livres de municípios dos estados de Alagoas e Bahia

No laboratório os frutos foram lavados e secos com papel toalha. Duas lesões 
de cada fruto foram cortadas na região de transição entre o tecido doente e o sadio, e 
repicadas em quatro fragmentos. Em uma cabine de fluxo laminar, procedeu-se a 
desinfecção superficial na seguinte sequência: álcool a 70% (30 segundos), hipoclorito de 
sódio a 1% (1 minuto), lavados duas vezes em água destilada esterilizada (ADE) e secos 
em papel filtro esterilizado para retirar a umidade e, então, os mesmos foram transferidos 
para placas de Petri contendo meio de cultura Batata-Dextrose-Ágar (BDA) solidificado. 
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As placas contendo os tecidos vegetais foram mantidas na temperatura de 25 ºC durante 
três dias. Observado o crescimento do patógeno foram retirados discos (5 mm) das bordas 
das colônias e, posteriormente, transferidos para novas placas de Petri contendo meio 
de cultura BDA. As culturas dos isolados foram mantidas em temperatura ambiente de 25 
ºC por aproximadamente sete dias, ou até o surgimento das estruturas de reprodução do 
patógeno.

Observada a presença de esporos nos isolados realizou-se a metodologia para 
obtenção de cultura monospórica, garantindo a pureza genética necessária à realização 
dos estudos de caracterização cultural, morfológica e molecular. Inicialmente, preparou-se 
uma solução com 1 ml de água destilada esterilizada (ADE) e uma suspensão de esporos 
em tubos de eppendorf. Em seguida, foi realizada uma diluição seriada até 10-6. Após a 
diluição foram colocados 200 µl desta solução em uma placa de Petri contendo BDA e 
espalhada uniformemente com auxílio de uma alça de Drigalski previamente esterilizada 
na chama e resfriada, com duas repetições por isolado. As placas de Petri contendo os 
esporos foram mantidas à temperatura de 25 ºC. Decorridos dois dias, discos de BDA 
(5mm) contendo um único esporo germinado foram transferidos para placas de Petri com 
meio BDA. Os isolados foram preservados utilizado o método de Castellani.

Para o teste de patogenicidade, frutos assintomáticos foram tratados com solução 
de hipoclorito a 1% por dois minutos, lavados em água destilada (AD) e secos com papel 
toalha. O inóculo constituiu de discos (5 mm) retirados da cultura monospórica contendo 
estruturas do patógeno, depositados equidistantes um dos outros sobre a superfície das 
romãs sadias. Foram realizados ferimentos com o auxílio de uma agulha previamente 
esterilizada. A testemunha foi composta apenas por discos de BDA (5 mm). Os frutos foram 
colocados, separadamente, em um saco de polietileno contendo um algodão embebido em 
ADE para não permitir a desidratação do fruto e favorecer a germinação das estruturas de 
reprodução do patógeno. Os frutos foram mantidos em estufa incubadora BOD (demanda 
bioquímica de Oxigênio) a 25°C ± 1°C e fotoperíodo de 12 horas por sete dias.

Para a caracterização cultural foram utilizados discos de BDA (5mm) contendo 
o micélio do patógeno, esses discos foram depositados no centro de placas de Petri 
contendo BDA sintético. Os tratamentos foram mantidos em incubadora BOD a 25°C ± 
1°C e fotoperíodo de 12 horas, dispostas em delineamento inteiramente casualizado, com 
cinco repetições, sendo a repetição constituída por uma placa de Petri. Foram realizadas 
avaliações diárias do crescimento micelial dos isolados em duas direções diametricamente 
opostas no fundo externo das placas com auxílio de régua milimetrada por um período 
de sete dias. Também foram observadas a coloração das colônias e o aspecto do micélio 
aéreo. 

A caracterização morfológica baseou-se no tamanho e forma dos conídios e 
apressórios de cada isolado. Para medição dos esporos foi preparada uma lâmina de vidro 
contendo uma gota do corante azul de metileno e, a partir de uma câmera digital (Olympus 



 
Ciências agrárias: Estudos sistemáticos e pesquisas avançadas Capítulo 13 160

IX2-SLP) acoplada ao microscópio óptico com aumento de 400x, imagens da morfologia 
dos conídios foram capturadas. Então, cinquenta conídios de cada isolado tiveram largura 
e comprimento medidos por meio da mensuração da imagem dos mesmos, projetada em 
monitor de computador, através do software Cellsenses Standard.

Para a avaliação do formato dos apressórios foi preparado para cada isolado, placas 
de Petri esterilizadas contendo papel filtro estéril umedecido com ADE e uma lâmina de 
vidro depositada sobre um canudo estéril para evitar contato direto com o papel filtro. As 
lâminas foram preparadas com uma suspensão de esporos e ADE para mantê-los úmidos 
e permitir a germinação das estruturas. Após 24 horas uma lamínula foi depositada sobre 
a suspensão e as lâminas foram observadas em microscópio óptico para mensuração dos 
apressórios como descrito para os conídios. O formato dos conídios e apressórios foram 
avaliados de acordo com chave de identificação proposta por Sutton (1980; 1992). 

Para obtenção do DNA dos isolados de Colletotrichum, três discos de BDA (5mm) 
contendo o micélio foram transferidos para frascos de Erlenmeyer (50ml) contendo 30 
mL do meio Sacarose-Extrato de levedura-Asparagina (sacarose 10 g, L-asparagina 2 g, 
extrato de levedura 2 g, KH2PO4 1 g, MgSO4.7H2O 0,1 g, ZnSO4.7H2O 0,44 mg, FeCl3.6H2O 
0,48 mg, e MnCl2.H2O 0,36 mg) (ZAUZA et al., 2007). As culturas foram incubadas por 7 
dias, sob temperatura de 25±1°C, sem agitação, e fotoperíodo de 12 horas. 

Para a extração de DNA foi utilizado o protocolo de Doyle e Doyle (1987), onde 
os micélios dos isolados foram macerados com nitrogênio líquido em almofariz de 
porcelana com auxílio de um pistilo. Depois, adicionou-se 2000 µL de tampão de extração 
CTAB 4% (CTAB 4%, NaCl 1,4M, EDTA 20 mM,Tris-HCl 100 mM, PVP 1%) e 4 µL de 
β-mercaptoetanol, onde apenas 500 µL do micélio triturado foi transferido para tubos de 
micro centrífuga com capacidade de 1,5 mL. Os tubos foram mantidos em banho maria a 65 
°C por 30 minutos. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 12.000rpm por 15 
minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo onde foi adicionado 600 µL de 
CIA (clorofórmio: álcool isso-amílico - 24:1) e 40 µL de CTAB 10% aquecido a 65 °C. Após 
centrifugação, a fase aquosa foi transferida para um novo tubo e foi acrescentando 400µL 
de etanol absoluto. O DNA precipitado foi lavado com etanol 70% e seco em temperatura 
ambiente e, em seguida, resuspendido com 40 µL de TE (Tris-EDTA; Tris-HCl 10 mM, EDTA 
1 mM) (10mL) + RNAse (50 µL), na proporção de 1:49. O material foi armazenado sob 
temperatura de -20°C.

As reações de PCR foram preparadas com tampão 10X, MgCl2 50 mM, dNTP’s 10 mM, 
10 µM de cada oligonucleotídeo, 1U de Taq DNA Polimerase e 1μL de DNA diluído (1:30). 
Foram utilizados os genes gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e β-tubulina 
(TUB2) e a região ITS (Weir et al. 2012). O volume final da reação foi ajustado para 60μL 
com água Milli-Q. As condições de termociclagem da PCR para ITS foram: desnaturação 
inicial a 95°C por 2 minutos, seguida de 38 ciclos formados por 95°C por 1 minuto, 55ºC por 
30 segundos, 72ºC por 45 segundos para anelamento dos oligonucleotídeos e extensão 
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final a 72°C por 10 minutos. Já para o gene GAPDH foi utilizada desnaturação inicial a 95 
°C por 4 min, seguido de 35 ciclos a 95 °C por 30 s, 60 °C por 30 s, 72 °C por 45 s e um 
ciclo final a 72 ºC durante 7 min e para TUB2 utilizou a mesma termociclagem de GAPDH 
com variação na temperatura de anelamento (55 °C). Após a amplificação, os produtos de 
PCR foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 1,2%, corados com brometo de 
etídio e observados sob luz UV, posteriormente, purificados utilizando o Kit illustraTM GFXTM 
PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) de acordo com protocolo fornecido 
pelo fabricante.

Os produtos da amplificação foram sequenciados nos dois sentidos com os mesmos 
iniciadores utilizados na amplificação. Os procedimentos de sequenciamento foram 
realizados pela empresa Macrogen Inc. (Seul, Coréia do Sul).  As sequências foram editadas 
no programa DNAMAN versão 6 e posteriormente submetidas ao algoritmo BLASTn (NCBI) 
- disponível em http://blast.ncbi.nlm.nih.gov - para a atribuição preliminar dos isolados em 
nível de espécie considerando as sequências acima de 99% de similaridade. Para análise 
filogenética, as sequências foram inicialmente alinhadas utilizando o software MUSCLE 
disponível no pacote computacional MEGA 5 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) 
(TAMURA et al., 2011). O alinhamento das sequências serviu como base para reconstrução 
filogenética por Inferência Bayesiana (BI). A confiabilidade da árvore gerada foi obtida a 
partir 2000 repetições bootstrap. Sequências de espécies de Colletotrichum disponíveis no 
GenBank foram incluídas nas análises. 

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO
A análise filogenética de Inferência Bayesiana baseada em um conjunto de dados 

combinados (GAPDH, TUB2 e ITS) confirmou que os isolados (COUFAL0045, COUFAL0046, 
COUFAL0047) pertencem a espécie C. tropicale E.I. Rojas, S.A. Rehner & Samuels (Figura 
1). No banco de dados GenBank, as sequências de GAPDH (97 a 100%) e TUB2 (100%) 
foram semelhantes às de C. tropicale, enquanto sequências de ITS apresentaram 99 a 
100% semelhantes com C. siamense, C. tropicale e C. gloeosporioides, todos membros do 
complexo C. gloeosporioides. 

Colletotrichum tropicale foi descrito, primeiramente, por Rojas et al., 2010 causando 
antracnose em frutos de Theobroma cacao L. nas florestas tropicais do Panamá. 
Posteriormente, houve relatos em diversas outras culturas como, por exemplo, em Annona 
muricata L., Litchi chinensis Sonn (WEIR, JOHNSTON, DAMM, 2012), gramínea (Terpsichore 
taxifolia L.) (DOYLE et al., 2013). No Brasil, especificamente na região nordeste, têm relatos 
da ocorrência em frutos de Mangifera indica L. (LIMA et al., 2013; VIEIRA et al., 2014), em 
Capsicum spp. (Silva et al., 201) e Annona spp. (Costa et al., 2019).
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Figura 1: Árvore filogenética multi-locus inferida da análise Bayesiana usando GAPDH, TUB2 e região 
ITS para a espécie Colletotrichum tropicale. Os valores de probabilidade subsequentes > 0.02 são 

indicados acima dos nós. As culturas do ex-tipo estão marcadas com um asterisco. Os isolados usados 
neste estudo estão destacados em negrito. A árvore está enraizada com Colletotrichum boninense 

(CBS123755).

Os isolados de C. tropicale induziram lesões necróticas circulares nos frutos de 
romã, aos 7 dias após a inoculação. Nenhum sintoma foi observado na testemunha. O 
patógeno foi reisolado das bordas das lesões, cumprindo assim os postulados de Kock. 

Na caracterização morfológica dos isolados foi possível observar que os conídios 
eram hialinos, cilíndricos com extremidades arredondadas e mediam 14,3 (12,30 a 20,01) 
× 4,8 (3,36 a 6,11) μm. Os apressórios eram marrons, clavados e globosos e mediam 
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8,4 (5,28 a 12,12) × 6,3 (4,8 a 9,1) µm. Para a caracterização cultural, as colônias dos 
isolados variaram entre branco e cinza com reverso esverdeado, e com taxa média de 
crescimento de 7,6 mm/dia, aos 7 dias em meio de cultura BDA sintético. Todas essas 
informações assemelham aos aspectos da espécie C. tropicale pertencente ao complexo 
C. gloeosporioides (WEIR; JOHNSTON; DAMM, 2012).

4 | 	CONCLUSÃO
A espécie Colletotrichum tropicale está associada à antracnose em frutos de romã 

no Brasil.
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