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Identificacdo Morfoldgica de Isolados
de Colletotrichum spp. Causadores da
Antracnose em Solanaceas

Leonardo Braga Castilho®
Ailton Reis?

Gilmar Paulo Henz®

Resumo

As solanaceas séo um grupo de plantas de elevado interesse econémico. Fungos do género
Colletotrichum encontram-se dentre os principais patdogenos das solanaceas. Os objetivos
deste trabalho foram identificar isolados de Colletotrichum, coletados em hospedeiras
solanaceas, ao nivel de espécie por meio de caracteres morfolégicos bem como estabelecer
a espécie predominante em solanaceas. Quarenta e cinco isolados foram obtidos de varias
espécies foram observados em microscoépio 6ptico para determinar o tamanho e forma de
seus conidios. Com base em caracteres morfologicos, observou-se uma prevaléncia de C.
gloeosporioides em relagédo a C. acutatum entre a populagcédo de isolados avaliada. Houve
diferenca entre medidas de conidios dos isolados, porém uma relagcdo com o formato dos
mesmos nao pdde ser encontrada. A morfologia pode ser utilizada para distingao de
espécies de forma preliminar. No entanto, para se ter mais confianca na identificagcao das

mesmas, estudos complementares utilizando marcadores moleculares sdo necessarios.
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2 Eng. Agr., DSc., Embrapa Hortaligas, Brasilia-DF. E-mail: ailtoni@cnph.embrapa.br
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Morphometric Identification of
Colletotrichum spp. Isolates Causing

Anthracnose In Solanaceous Plants

Abstract

The Solanaceae family represents a plant group with high economic importance. Fungi
from Colletotrichum genus are among the main pathogens of solanaceous plants. The aim of
this work was to identify Colletotrichum isolates obtained from solanaceus hosts, and
determine the predominant species on solanaceous hosts in Brazil. Forty-five Colletotrichum
isolates were obtained from different solanaceous hosts and their morphology was
determined under optical microscope. The shape and size of conidia were determined for
each isolate. C. gloeosporioides was the predominant species among the isolates. There was
difference among conidia size of isolates but there was not relation between this trait and the
shape of isolates. Morphology can be used for species identification. However, for more

reliable results, it is necessary to make complementary studies with molecular tools.

Index terms: Colletotrichum gloeosporioides, C. acutatum, Capsicum spp.; Solanum spp.
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Introducéao

A familia Solanaceae inclui uma ampla variedade de plantas com grande interesse
econdmico, tais como tomate, pimenta, pimentao, berinjela e jilo, entre outras (JOLY,
1998). Por esta razdo, o estudo e compreensdo das doencgas relacionadas as
solanaceas sédo de grande importancia. Ha também uma ampla gama de doengas em
comum a diversas plantas desta familia, devido a semelhanga genética dentre varias
espécies de Solanaceae (DOGANLAR et al. 2002; ZAMBOLIM et al. 2000).

O fungo Colletotrichum spp. causa a doenga conhecida como antracnose, que incide em
uma ampla variedade de plantas (MORIWAKI et al., 2002). Sendo assim, tal fungo
possui elevado interesse econdmico em plantas de diversas familias botanicas. Dentre
as familias altamente atacadas por Colletotrichum spp. esta a Solanaceae. Nesta
familia, o fungo ataca principalmente frutos e os sintomas da doenga séo caracterizados
pela presenca de lesdes circulares e deprimidas, de tamanho variavel (Figura 1A-C), por
vezes com a presenga de uma massa de conidios, normalmente alaranjada (Figura 1D).
A doencga se desenvolve principalmente em clima quente e umido, podendo, sob tais
condicdes, acarretar prejuizos de até 100% (LOPES; AVILA, 2003). Os sintomas podem
aparecer ou intensificar-se na fase de pods-colheita, o que aumenta ainda mais os
prejuizos, devido ao fato de os frutos ja estarem preparados para a comercializagéo
(FERNANDES et al., 2002).

A espécie de Colletotrichum classicamente descrita como causadora de antracnose em
solanaceas é C. gloeosporioides. No entanto, outras espécies podem também afetar
solanaceas e causar sintomas semelhantes. Uma das outras espécies freqiientemente
observadas, causando antracnose em solanaceas, é C. acutatum (TOZZE-JUNIOR et
al., 2006).
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Fotos: Ailton Reis

Figura 1. Sintomas de antracnose, causada por Colletotrichum sp., em pimentao (A), jilé (B) e

pimenta malagueta (C) e detalhe de lesdo com espurulagdo abundante do patégeno (D).

Segundo Sutton (1992), os conidios de C. gloeosporioides sao retos, cilindricos, com
apices arredondados e medindo 12-17 x 3,5-6um. O referido autor afirma que C.
acutatum se diferencia de C. gloeosporioides por apresentar conidios com apices
agudos que terminam abruptamente e por medir 8,5-16,5 x 2,5-4um. Existem, contudo,
problemas com os métodos de identificacdo que levam em consideracdo apenas a
morfologia do fungo. Tais problemas decorrem da alta plasticidade morfolégica
apresentada por espécies deste género, falta de caracteres morfolégicos suficientes
para se ter uma identificagdo precisa, existéncia de formas morfolégicas intermediarias e
sobreposicao de caracteristicas utilizadas na identificacdo das diferentes espécies
(FERNANDES et al.,, 2002; HSIANG; GOODWIN, 2001; MORIWAKI et al., 2002;
SHERIFF et al., 1994; SUTTON, 1992).
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O presente trabalho teve como objetivo identificar qual espécie de Colletotrichum
predomina na infecgdo de hortalicas pertencentes a familia Solanaceae nas diversas
regides do Brasil, utilizando como critério de identificagcdo os caracteres classicos de
morfologia de conidios, bem como verificar a validade destes métodos na identificacao

de espécies.

Material e Métodos

Quarenta e cinco isolados de Colletotrichum sp. foram obtidos de frutos de hortalicas
solanaceas infectados naturalmente, recebidos no laboratério de fitopatologia da
Embrapa Hortaligas-DF (Tabela 1).

Tabela 1. Hospedeiro, procedéncia e data de isolamento dos isolados de Colletotrichum

sp.
Isolado  Hospedeiro Procedéncia Ano do isolamento
Coll.44 Jilé Conceigdo do Jacuipe-BA 2003
Coll.265 Jilo Brasilia-DF 2003
Coll.266 Jilo Carandai-MG 2003
Coll.278 Jilo Brasilia-DF 2003
Coll.364 Jilo Brasilia-DF 2006
Coll.369 Jilé Goianapolis-GO 2006
Coll.388 Jilo Sao José de Uba-RJ 2006
Coll.389 Jilé Sé&o José de Uba-RJ 2006
Coll.390 Jilé S&o José de Uba-RJ 2006
Coll.391 Jilé Sé&o José de Uba-RJ 2006
Coll.392 Jilé Sé&o José de Uba-RJ 2006
Coll.417 Jilo Padre Bernardes-GO 2007
Coll.419 Jilo Padre Bernardes-GO 2007
Coll.421 Jilo Padre Bernardes-GO 2007
Coll.423 Jilo Brasilia-DF 2007
Coll.425 Jilo Cha Grande-PE 2007
Coll.426 Jilo Cha Grande-PE 2007
Coll.428 Jilo Cha Grande-PE 2007

Coll.43 Piment&o Conceiggo do Jacuipe-BA 2003
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Coll.45 Pimentao Conceigdo do Jacuipe-BA 2003
Coll.270 Pimentao Brasilia-DF 2003
Coll.272 Pimentao Brasilia-DF 2003
Coll.355 Pimentéao Arealva-SP 2006
Coll.356 Pimentéao Arealva-SP 2006
Coll.384 Pimentao Brasilia-DF 2006
Coll.406 Pimentéo Antbnio Carlos-SC 2007
Coll.410 Pimentao Antonio Carlos-SC 2007
Coll.413 Pimentao Brazlandia-DF 2007
Coll.416 Pimentao Brazlandia-DF 2007
Coll.263 Pimenta Mogi-Mirim-SP 2003
Coll.286 Pimenta Mogi-Mirim-SP 2003
Coll.358 Pimenta Barreiras-BA 2006
Coll.387 Pimenta Gama-DF 2006
Coll.397 Pimenta Gama-DF 2006
Coll.401 Pimenta Turugu-RS 2006
Coll.404 Pimenta Gama-DF 2007
Coll.405 Pimenta Gama-DF 2007

Coll.8 Berinjela Gama-DF 1988
Coll.368 Berinjela Brazladia-DF 2006
Coll.398 Berinjela Gama-DF 2006
Colll.53 Tomate Gama-DF 2004
Coll.377 Tomate Gama-DF 2006

Coll.61 Batata Gama-DF 2004

Coll.99  Joa-de-capote Nova Veneza-GO 2005
Coll.395  Joa-de-capote Gama-DF 2006

Os isolados foram cultivados em meio de aveia ou “corn-meal”. Apds seu crescimento e
esporulacado, foram confeccionadas laminas para observagdo em microscopio 6ptico.
Para identificagdo das espécies, foram medidos comprimento e largura de conidios, sob
aumento de 40X, com uma ocular especial OSM da marca Olympus Tokyo. O formato
dos apices dos conidios foi observado por meio de oculares normais e sob aumento de

40X, visando verificar se os apices eram arredondados, agudos ou clavados.
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Resultados e Discussao

Quanto ao formato dos apices, foram encontrados 25 isolados com mais conidios tipicos
de C. gloesporioides do que de C. acutatum, segundo a descri¢ao de Sutton (1992); e
20 isolados apresentaram-se na situagdo contraria, com mais conidios tipicos de C.
acutatum do que de C. gloesporioides (Tabela 2 e Figura 2). Quanto as medidas, no
entanto, todos os isolados se apresentaram mais condizentes com a descricdo de C.
acutatum de acordo com Sutton (1992) (Tabela 2). Assim, o formato dos conidios € que
foi levado em consideracdo para diferenciagcdo dos isolados nas duas espécies, C.
acutatum ou C. gloeosporioides. Tozze Junior et al. (2006), também observaram que as
dimensdes dos conidios dos isolados avaliados tendiam mais para a espécie C.
acutatum. Entretanto, eles também chegaram a conclusdo de que o formato dos
conidios foi melhor do que suas dimensdes na diferenciacédo dos isolados a nivel de

especie.

Fotos: Ailton Reis

Figura 2- Conidios de Colletotrichum spp. A) Conidios tipicos de C. gloesporioides,

com apices arredondados. B) Conidios tipicos de C. acutatum, com apices agudos.
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Tabela 2 - Formato e tamanho de conidios de quarenta e cinco isolados

Colletotrichum sp. coletados de frutos de solanaceas.

Amplitude dos conidios (um)

Isolado Formato dos conidios Comprimento Largura Provavel
. Espécie de
Coll. Apices Apices  Conidios Média Média ,
arredondados ~ agudos clavados (Min.-Max.) (Min.-Méx.) Colletotrichum
395 34 8 8 16,8 (8,7-23,1) 3.6 (1,5-4,9) C. gloeosporioides
377 34 3 13 16,2 (2,8-21,4) 2,4 (1,9-3,4) C. gloeosporioides
384 30 4 16 15,9 (9,0-23,0) 2,5(1,9-3,2) C. gloeosporioides
270 13 23 14 13,8(10,9-7,1) 42(3,.2-53) C. acutatum
08 20 8 22 13,3 (8,7-16,7) 2.2(1,7-3,2) C. acutatum
397 34 0 20 12,4(8,5-15,8) 34 (2,5-4,7) C. gloeosporioides
401 45 0 5 12,6(10,2-4,3) 2.8(2,1-3,8) C. gloeosporioides
398 44 0 6 12,6(10,9-4,3) 2,9 (2,1-3,6) C.gloeosporioides
99 48 0 2 12,3 (7,5-5,2) 3,7(2,5-4,9) C. gloeosporioides
43 24 12 14 11,6(9,6-13,2) 2,9 (2,1-3,8) C.gloeosporioides
368 14 22 14 11,0 (6,2-13,7) 3:.2(2,1-4,3) C. acutatum
410 32 1 17 11,0 (9,4-12,6) 2.6 (1,5-3,6) C. gloeosporioides
45 14 24 12 10,5(8,5-15,0) 2,3(1,7-3,0) C. gloeosporioides
405 6 27 17 10,5 (5,5-7,1) 2.1(1,3-238) C. acutatum
355 35 2 13 10,2(6,8-13,9) 29 (2,3-3,8) C.gloeosporioides
387 43 0 7 10,1(7,9-12,0) 2,6 (1,7-3,6) C.gloeosporioides
266 19 14 17 9,8 (7,7-12,8) 2,3(1,5-3,0) C. gloeosporioides
404 42 1 7 9,8 (5,7-16,9) 2.2 (1,5-3,4) C. gloeosporioides
413 1 42 7 9,6 (7,0-12,6) 2.0(1,3-3,2) C. acutatum
417 2 41 7 9,6 (7,5-13,5) 2.3(1,5-3.4) C. acutatum
278 12 29 9 9,5 (7,2-13,9) 2,2 (1,7-2,3) C. gloeosporioides
392 14 30 6 9,5 (7,0-11,7) 2,2(1,5-3,0) C. gloeosporioides

8

de
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263 9 30 11 9,3(6,8-12,0 19(15-3,0) C. acutatum
419 33 7 10 9,3 (6,0 - 11,5) 2,2(1,5-3,2) C.gloeosporioides
421 2 10 38 9,3 (6,4-132) 2.2(1,0-3.,6) C. acutatum
61 48 0 3 9,3 (6,4 - 12,0) 2,8(1,9-3,4) C. gloeosporioides
272 32 7 11 9,3(7,5-11,3) 2,4 (1,7-3,2) C. gloeosporioides
369 6 20 24 9,3(6,0-15,0) 1.7(1.3-29) C. acutatum
272 32 7 11 9,3(7,5-11,3) 2,4 (1,7-3,2) C. gloeosporioides
272 32 7 11 9,3(7,5-11,3) 24(1,7-3,2) C.gloeosporioides
356 23 11 16 9,0 (5,7 - 12,6) 2,7 (1,7-4,0) C. gloeosporioides
389 10 19 21 8,9(55-13,0) 18(1.3-25) C.gloeosporioides
390 15 23 13 8,9 (6,4 - 14,1) 2,4 (1,7-3,2) C.gloeosporioides
425 6 30 14 8,8 (6,8-11,3) 2.2(1,0-3,0) C. acutatum
416 11 31 8 8,7 (6,0 - 11,5) 2,2(0,8-3,2) C.gloeosporioides
358 31 4 15 8,3(6,2-10,7) 2,9(2,1-4,3) C. gloeosporioides
406 41 2 7 8,2 (5,1-14,1) 2,0(1,3-3,4) C. gloeosporioides
44 11 24 15 8,5(6,4-117) 19(1,3-23) C. acutatum
388 7 26 17 8,5(6,4-11,3) 19(1,0-29) C. acutatum
423 22 14 14 8,5 (6,0 - 12,2) 21(1,5-2,8) C. gloeosporioides
426 5 30 15 8,4 (53-139) 19(1,3-30) C. acutatum
265 31 4 15 8,2 (4,9 - 12,6) 2,1(1,5-3,2) C. gloeosporioides
391 8 17 26 8,2(57-11,7) 2.0(0,6-3,0) C. acutatum
286 21 8 21 7.4 (4,5-107) 2.0(1,5-32) C. acutatum
428 23 18 10 7.4 (4,5-12,6) 21(1,5-2,8) C. gloeosporioides
53 48 0 2 6,5(53 - 8,3) 14(1,0-17) C.gloeosporioides

*Médias seguidas pela mesma letra, na vertical, ndo diferem entre si pelo teste de Skot-Knot (5%).

Tozze-Junior et al. (2006) observaram que os isolados com conidios caracteristicos de
C. acutatum eram provenientes de jild, enquanto que os isolados de formato semelhante
ao do C. gloesporioides eram provenientes de pimenta e pimentdo. Neste trabalho,
foram obtidos resultados semelhantes. Treze dos 18 isolados de jil6 apresentaram
predominancia de conidios semelhante aos de C. acutatum. Seis dos oito isolados de
pimenta e setedos 11 isolados de pimentdo possuiram predominadncia de formato de

conidios semelhantes a C. gloesporioides. Dois dos trés isolados de berinjela estudados
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apresentaram predominancia de conidios com formato semelhante a C. gloesporioides.
Os dois isolados de tomate apresentaram conidios de formato semelhante a C.
gloesporioides. Joa-de-capote, nicandra e batata apresentaram predominancia de

conidios com formato semelhante ao de C. gloesporioides (Tabela 2).

Os resultados deste trabalho, aliados aos resultados de Tozze-Junior et al. (2006)
apontam para uma certa especificidade por hospedeiro por parte dos isolados de
Colletotrichum. Fernandes et al. (2002), estudando antracnose em frutos de jil6, berinjela
e pimentao, identificaram uma maior adaptacdo de isolados de C. gloesporioides aos
frutos de onde foram primeiramente isolados. Estudos envolvendo inoculagao cruzada,

com varios isolados e diferentes hospedeiras sdo necessarios para se confirmar tal fato.

Os caracteres morfolégicos podem ser utilizados na distingdo das espécies de C.
gloesporioides e C. acutatum, e possivelmente em outras espécies do mesmo género.
Entretanto, tais caracteres podem causar duvidas pelo fato de poder haver isolados com
conidios de diferentes formatos, como aconteceu com alguns isolados neste trabalho.
Isto pode ser devido as condicbes ambientais e ao local de producao dos conidios que
também pode alterar sua morfologia (TOZZE-JUNIOR et al., 2006). Portanto, tais
aspectos devem ser considerados quando se faz a especiacdo de Colleotrichum
morfologicamente, e os resultados obtidos dificilmente serdo plenamente confiaveis.
Portanto, outras ferramentes como os marcadores moleculares devem ser utilizadas

para auxiliar a identificagao de espécies fungicas.

Johnston e Jones (1997) conseguiram correlacionar isolados de Colletotrichum spp.
morfologicamente e molecularmente utilizando-se de seqtiéncias de rDNA. Os mesmos
autores afirmam que a identificacdo de espécies de Colletotrichum com caracteres
morfologicos, incluindo formato de conidios, € possivel desde que se siga um protocolo
organizado. Os problemas relacionados a estas tentativas explicam-se por falhas
metodoldgicas. Estes estudos mostram a importancia de outros caracteres morfoldgicos
e também de caracteres fisiolégicos e moleculares na identificacdo de espécies do

género Colletotrichum.

Sherriff et al. (1994) sequenciaram rDNA de isolados de Colletotrichum, comparando-os

com caracteres morfolégicos e afirmaram que a morfologia nao é sempre suficiente em
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tentativas de especiar isolados do género. Sreenivadapradad et al. (1996) também
afirmaram, apos estudar rDNA de 18 isolados de Colletotrichum, que a morfologia pode

nao refletir a classificagdo molecular destes organismos.

Ferramentas moleculares tém sido utilizadas para auxiliar na classificagao de uma série
de organismos e qualquer organismo que apresente certa ambiguidade pelos métodos
de classificacdo atuais, deve ser estudado molecularmente. Desta forma, estudos
moleculares aliados aos estudos morfolégicos sdo o melhor caminho para se

estabelecer um conceito claro de espécie dentro do género Colletotrichum.

Conclusodes

e A espécie C. gleosporioides apresentou prevaléncia em relagao a C. acutatum na

infecdo de solanaceas no Brasil;

e O tamanho de conidios, como é utilizado atualmente, ndo foi um bom método
para a diferencigao entre C. gleosporioides e C. acutatum, sendo que a forma dos

mesmos mostrou-se melhor para este fim;

e Realizar estudos moleculares junto com estudos morfolégicos € o melhor
caminho para se estabelecer fronteiras claras entre espécies dentro do género

Colletotrichum.
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