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RESUMO

A Antracnose, doenca flngica ocasionada por Colletotrichum gloeosporioides, destaca-se
como doenga importante do cajueiro (Anacardium occidentale), podendo levar a perdas de mais
40% na produgdo. A castanha de caju é o produto agricola mais importante do estado do Ceara,
com cerca de 350 mil hectares plantados, geragdo de mais de 100 mil empregos diretos e
indiretos e exportagdes acima de 150 milhdes de délares em améndoas. Também € importante
para os estados do Piaui e Rio Grande do Norte. Ha poucas e desatualizadas pesquisas sobre a
doenca, havendo a necessidade de informagGes basicas para os programas de melhoramento e
manejo integrado da fitomoléstia. Por apresentar grande variabilidade morfolégica e genética,
torna-se dificil a generalizagdo de aspectos basicos da espécie. O objetivo deste trabalho foi
caracterizar populacdes de C. gloeosporioides que ocorrem em cajueiros de diversas regides do
Brasil. Foram usados 220 isolados, obtidos de lesdes de folhas de cajueiro, provenientes de
plantios de 22 &reas distintas dos estados do Amazonas, Ceard, Maranh&o, Paraiba, Pernambuco,
Piaui, Rio Grande do Norte e S&o Paulo. Procedeu-se com testes de patogenicidade e marcadores
moleculares espécie especificos para todos isolados. Em seguida, um representante de cada area
de coleta foi selecionado para realizagdo das demais avaliagbes, sendo elas: morfoldgicas,
moleculares, epidemiolégicas e fisiologicas. Os marcadores espécie especificos ITS e j-
Tubulina, constataram a existéncia de apenas um grupo de 10 isolados de uma mesma area, nao
sendo confirmados para C. gloeosporioides ou C. acutatum, porém com caracteristicas
morfol6gicas de C. gloeosporioides. Usando 7 primers ISSR e 100 marcadores nos
representantes das 22 areas, foi possivel identificar a formacdo de 4 grupos genéticos distintos de
C. gloeosporioides, onde o isolado ndo marcado por ITS ou B-Tubulina, ndo ficou contido em
nem um dos grupos. Com o teste de patogenicidade utilizando 5 clones, foi possivel diferenciar 3
grupos e mais outros 3 isolados distintos dos demais. Conclui-se que a espécie C.
gloeosporioides é prevalente em plantios de cajueiro nas areas estudas.

Palavras-chave: Colletotrichum gloeosporioides, cajueiro, ITS, ISSR, antracnose, patogenicidade



ABSTRACT

The anthracnose, fungal disease caused by Colletotrichum gloeosporioides, stands out as
an important disease of cashew (Anacardium occidentale), which may lead to losses of over 40%
in production. The cashew nut is the most important agricultural product of the state of Cear3,
about 350 thousand hectares, generating more than 100 thousand direct/indirect jobs and exports
over 150 million dollars in almonds. It is also important for the states of Piaui and Rio Grande do
Norte. There are few and outdated research about disease and the needs basic information for
programs improvement and integrated management of diseases. By presenting large
morphological and genetic variability, it is difficult to generalize basic aspects of the species.
The aim of this study was to characterize populations of C. gloeosporioides occurring on cashew
trees in various regions of Brazil. Used 220 isolates obtained from cashew leaves, from 22
different areas of the states: Amazonas, Ceara, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio
Grande do North and Séo Paulo. Proceeded with pathogenic tests and molecular markers
species-specific to all isolates. Then a representative from each collection area was selected to
perform the other ratings, which are: morphological, molecular, epidemiological and
physiological. The species-specific markers B-tubulin and ITS, noted the existence of only one
group of 10 isolates of the same area, not being confirmed for C. gloeosporioides or C.
acutatum, but morphological characteristics of C. gloeosporioides. Using seven primers ISSR
markers and 100 representatives in 22 areas, it was possible identify the formation of four
distinct genetic groups of C. gloeosporioides, where the unmarked isolated by ITS or g-Tubulin,
not was contained in one or in groups. With the pathogenic test using 5 clones, it was possible to
distinguish three groups and another 3 isolates distinct from other. Conclude that the species C.
gloeosporioides is prevalent in cashew plantations in the areas studied.

Keywords: Colletotrichum gloeosporioides, cashew, ITS, ISSR, Anthracnose Pathogenicity
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INTRODUGCAO GERAL

CARACTERIZACAO DE ISOLADOS DE Colletotrichum gloeosporioides

ASSOCIADOS A ANTRACNOSE DO CAJUEIRO



Cajueiro

O cajueiro (Anacardium occidentale.) é originario da América do Sul, tendo o centro de
diversidade localizado no litoral da regido Nordeste do Brasil. Trata-se de uma fruteira tropical
perene, pertencente a familia das anacardidceas, que apresenta um répido desenvolvimento. O
caju pode ser consumido como fruta fresca (pseudofruto, penduculo), no entanto, o seu principal
produto é a castanha ou améndoa (verdadeiro fruto), que é processada e exportada para diversos
paises, sendo a n6s mais cultivada no mundo. Outro produto importante é o LCC (liquido da
castanha do caju), que é utilizado na inddstria de tintas, resinas e outros. Bem como o uso do
pseudofruto na industria de sucos, doces, bebidas (ARAUJO & SILVA, 1995; BARROS, 1984;
CARDOSO, 2002; LIMA, 1988; PIMENTEL, 1993).

No Brasil, o cajueiro vem sendo explorado desde o descobrimento, contudo, foi a partir
de 1860 que esta cultura se expandiu, sendo desde entdo registrado plantios comerciais nos
estados do Ceard, Piaui, Rio Grande do Norte e Bahia. Atualmente, o Brasil conta com uma &rea
plantada de aproximadamente 800.000 ha e a producdo em 2010 alcangou cerca de 220.000 ton
de améndoas, estando na quinta colocacio, atras do Vietnd, india, Nigéria e Costa do Marfim
(CAJUCULTURA, 2011; FAOSTAT, 2011). Esta cultura movimenta anualmente mais de 150
milhdes de dolares e gera 100 mil empregos diretos e indiretos s6 no estado do Ceard. A regido
Nordeste concentra quase 100% dos plantios, tendo o estado do Ceara como o maior produtor
nacional, seguido pelos estados do Rio Grande do Norte e Piaui.

Estudos dos aspectos ecoldgicos, genéticos e evolutivos sdo de utilidade pratica, pois
possibilitam uma melhor compreensdo da taxonomia, sistematica e genética das populagdes.
Desta forma, torna-se possivel o monitoramento do potencial adaptativo dos fitopatdgenos em
funcdo da variabilidade genética e epidemiolégica. Para a realizagdo destes estudos, é necessario
um levantamento de dados morfoldgicos, culturais, moleculares, fisioldgicos e epidemioldgicos.

Estas informacg6es sdo de grande relevancia para o desenvolvimento de estratégias de manejo de
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fitomoléstias, tanto para uso variedades tolerantes, como para 0 manejo da resisténcia a
fungicidas e ainda no manejo integrado das culturas.

A diversidade genética é resultante de interagGes dinamicas estabelecidas entre patogeno,
hospedeiro e ambiente. Tais interacBes sdo influenciadas pelos mecanismos evolutivos, que
compreendem a selecdo, mutacdo, fluxo génico, deriva genética e recombinacdo, os quais séo
responsaveis por mudangas nas populagdes. O estudo destes mecanismos evolutivos tem sido
facilitado pela disponibilidade de ferramentas moleculares. Dentre estas ferramentas destaca-se a
0 uso de marcadores moleculares e o seqiienciamento genético que possibilitam a realizacdo de

estudos filogenéticos de alta preciséo.

Antracnose do cajueiro

Antracnose é o nome vulgar dado a doencas infectadas por varias espécies do fungo
filamentoso do género Colletotrichum, que é a forma imperfeita do género Glomerella. E um
fungo de extrema importancia por causar muitas perdas em culturas das regides tropicais do
mundo, afetando muitas espécies de plantas, como: cereais, herbaceas, leguminosas, ornamentais
e fruteiras; provocando sintomas em toda a parte aérea das plantas, bem como nos frutos,
constituindo-se em um dos maiores problemas fitossanitarios em nivel mundial (FREEMAN et
al., 1998). E uma das principais doencas do cajueiro tendo como agente etioldgico o fungo
Colletotrichum gloeosporioides e pode ocasionar mais de 40% de perdas nas fases pré e pés-
colheita. E uma enfermidade importante em todas as fases fenoldgicas do cajueiro, por atacar
folhas, ramos, inflorescéncias, frutos e pseudofrutos, nas varias regides produtoras do mundo e
do Brasil, afetando também a reducdo da qualidade dos produtos comercializaveis (PITEIRA,
1996; FREIRE et al., 2003).

No cajueiro, a doenga tem maior incidéncia nos periodos que coincidem com a emissao
de novas folhas, agravando-se em anos de maior pluviosidade, pelo surgimento da floracdo que

também é sensivel a ataques (BARROS, 2002; CARDOSO, 2002). Temperatura e umidade
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elevadas séo favoraveis a propagacéo e desenvolvimento do patdgeno, pois, para germinacéo dos
conidios é necessaria a presenca de agua livre e de elevada umidade relativa (acima de 90%)
(CARDOSO, 2002). Os sintomas tipicos sdo de lesfes irregulares nas folhas, com coloracdo
pardo-pUrpura, dispostas em qualquer parte do limbo, de tamanho variavel, isoladas ou
confluentes, afetando as folhas jovens. A medida que as folhas envelhecem as manchas
escurecem em tons avermelhados, secam e se rasgam com facilidade. Quando os sintomas sdo
severos, a folhagem apresenta-se retorcida e deformada, assemelhando-se a uma queima. Na
superficie das lesdes aparecem as frutificacbes do fungo, os acérvulos. ApGs duas semanas, a
maturacdo e o numero de lesdes estabilizam-se. Nos ramos surgem depressdes alongadas e
escuras. Nas inflorescéncias, causa abortamento e exsudac¢Ges de goticulas de goma. Ja& no fruto
surgem A&reas necréticas de tamanho varidvel, podendo levar a completa mumificacéo
(CARDOSO, 2002).

O agente etiolégico da antracnose do cajueiro é descrito na literatura como
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc., pertencente aos fungos imperfeitos da
classe Celomycetes, a ordem Melanconiales e a familia Melanconiaceae (BARROS et al., 1984;
SUTTON, 1992; FREIRE et al.,, 2002; MENEZES, 2002). Taxonomicamente, 0 género
Colletotrichum apresenta como caracteristica tipica uma estrutura denominada conidiomata
acervular, onde se encontra os conidiéforos. A presenga de apressério também é considerada
uma caracteristica marcante deste género (SUTTON, 1992). O género Colletotrichum é formado
por 39 espécies e que constituem um dos mais importantes grupos de patdgenos de planta
cultivadas. A ocorréncia destas espécies tem sido registrada em varios habitats como saprofitas,
patégenos de plantas e de animais com o sistema imunoldgico comprometido (SUTTON, 1992;
FREEMAN et al., 1998).

A espécie C. gloeosporioides [teleomorfo: Glomerella cingulata (Stonem.) Spauld. &
von Schrenk] se configura como a espécie mais conhecida do género, possuindo uma ampla

gama de hospedeiros, formada por plantas de mais de 400 géneros (KIRK et al., 2001).
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Tradicionalmente esta espécie apresenta como caracteristicas geralmente citadas na literatura
como relevantes, apressorios com formato clavado ou ovalados, com comprimento de 6-20 um e
largura de 4-12 um; conidios hialinos com formato reto ou cilindrico, com épice arredondado e
base truncada, com comprimento variando entre 12-17 um por 3,5-6 um de largura. Outra
espécie muito freqiiente e que suspeita-se ter como hospedeiro o cajueiro é C. acutatum
Simomonds, [Glomerella acutata Guerber & Correll], cujos esporos se destacam como critério
para indicar a espécie, sendo verificado conidios com formato reto, fusiforme e abruptamente
afilados na extremidade, com comprimento na ordem de 8,5-16,5 pm e largura de 2,5-4,0 pm. Os
conidios de todas as espécies de Colletotrichum sdo evolvidos por uma matriz gelatinosa,
constituida de polissacarideos e proteinas (SUTTON, 1992).

Os conidios de Colletotrichum sdo liberados pela acdo de respingos de chuva ou
irrigacdo, que promovem a diluicdo da matriz mucilaginosa, sendo facilmente dispersos pela
acdo do vento (SANTOS FILHO et al., 2003). Em estudos realizados na Costa Rica, foi
constatado que em periodos chuvosos a producdo de conidios era 6,6 vezes maior que em
periodos secos, enquanto a dispersdo era 16 vezes maior que no periodo seco (DURAN et al.,
2000). Para que ocorra a germinacdo dos esporos é necessaria a presenca de agua livre e/ou
umidade relativa do ar préxima a 100%. O processo de germinacdo tem duracdo média de 6-8
horas, seguido pelo desenvolvimento do apressério, que tem duracdo de 10-12 horas, €
penetracdo do hospedeiro. Segundo Cardoso (2002) o patégeno tem capacidade de penetrar o
tecido em qualquer fase de desenvolvimento, de forma direta ou indireta.

Restos culturais constituidos de folhas, frutos senescentes infectados e peciolo, tanto na
planta como o0s que se encontram no solo, representam a principal fonte de in6culo de
Colletotrichum, além da gama de hospedeiros secundarios (CARDOSO, 2002). Os conidios nao
constituem uma forma de sobrevivéncia porque sua viabilidade diminui rapidamente, embora

sejam evolvidos por uma matriz gelatinosa constituidas de polissacarideos e proteinas. Essa
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matriz mucilaginosa, provavelmente, tem a funcdo de protecdo contra a dessecacdo, além de
aumentar a eficiéncia de germinagao dos esporos (MENEZES, 2002).

O género Colletotrichum apresenta uma variabilidade genética e morfoldgica, sendo
algumas espécies como, C. gloeosporioides, constituida de sub-populagdes intraespecificas, com
formas intermedidrias morfologicamente semelhantes. Assim, a diferenciacdo destas espécies,
bem como a precisa caracteriza¢do da variabilidade, tem sido tarefa dificil, em razdo da grande
plasticidade fenotipica encontrada neste grupo (MENEZES, 2002). Tradicionalmente, a
delimitacdo de espécies tem se baseado em caracteristicas morfoldgicas (tamanho e forma dos
conidios), gama de hospedeiros e producdo de metabdlicos secundarios (COLE & KENDRICK,
1981; SUTTON, 1992). Porém a regulagdo da expressdo destas caracteristicas pode ser
influenciada pela variacdo das condi¢Ges ambientais (BARRETT, 1989), o que compromete a
repetibilidade dos critérios taxondmicos estabelecidos para as populagdes em nivel de espécie.
Assim, quando se compara resultados da caracterizagdo fenotipica, percebe-se que os diversos
isolados de uma populagcdo nem sempre mantém o mesmo comportamento, sendo comum a
existéncia de formas intermediarias semelhantes (SUTTON, 1992). Desta forma, as
caracterizagbes baseadas unicamente em dados fenotipicos podem ndo ser suficientes para a
diferenciacdo de espécies deste género. Como exemplo, a espécie C. gloeosporioides apresenta
uma taxonomia complexa, sendo esta a principal razdo de algumas confusdes, bem como com a

espécie C. acutatum (GUERBER & CORRELL, 2001; YANG & SWEETINGHAM, 2004).

Identificacdo de espécies de Colletotrichum

O género Colletotrichum apresenta alta variabilidade morfol6gica e genética (HODSON
et al. 1993, CANNON et al., 2000). Segundo Sutton (1992), algumas espécies, como C.
gloeosporioides sdo formadas por subpopulagfes intraespecificas, que constituem um complexo
de espécies. Esta hipotese tem sido demonstrada em estudos recentes, sendo confirmada

existéncia de variabilidade em nivel intraespecifico. Na anlise de populagdes de Colletotrichum
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patogénicas a macieira, isolados de C. gloeosporioides e C. acutatum formaram dois grupos
distintos, sendo as espécies C. gloeosporoides constituida de sete subgrupos, enquanto de C.
acutatum formou apenas um grupo (GONZALES & SUTTON; CORRELL, 2006). Em outro
estudo, foi verificado que a populacéo de C. acutatum procedente de tomate era clonal, enquanto
os isolados de C. gloeosporioides, obtidos de manga, e Colletotrichum sp. provenientes de
maracuja, constituiam um grupo heterogéneo (AFANADOR-KAFURI et al., 2003). No México,
foi constatado que isolados de C. gloeosporioides provenientes de maméao apresentavam alta
variabilidade molecular, em nivel intraespecifico (CASARRUBIAS-CARRILLO et al., 2003).
No Brasil também foi verificada a formac&o de grupos distintos de similaridade entre isolados de
C. gloeosporioides oriundos de maméo (PERES et al., 2003).

A delimitacéo das espécies de Colletotrichum que ocasionam doengas em cajueiro, bem
como a variabilidade genética dentro das espécies, sdo aspectos importantes para o
desenvolvimento e adogdo de estratégias de manejo das doencas (FREEMAN et al., 1998;
PERES et al., 2003). Nesse contexto, a biologia de populagbes compreende a &rea destinada ao
estudo dos aspectos ecoldgicos, genéticos e evolutivos das populagdes, os quais podem ser
entendidos como a sintese da epidemiologia e a genética de populagdes, e possibilitam uma
melhor compreensdo da taxonomia, sistematica e genética das populages de fitopatdgenos
(MILGROOM, 2001). Desta forma, torna-se possivel o monitoramento do potencial adaptativo
destes agentes, em funcédo de variabilidade genética, bem como da variabilidade epidemiolégica,
que tem sua implicagdo direta no controle de doengas (MCDONALD & LINDE, 2002). O
conhecimento da estrutura de populacdes tem possibilitado avancos no desenvolvimento de
estratégias de manejo de doencas de planta, tanto no uso de variedades resistentes, como no
manejo da resisténcia de fitopatdégenos a fungicidas (MILGROOM, 2001; MCDONALD &

LINDE, 2002).

Ferramentas moleculares para identificagéo de espécies de Colletotrichum
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Os estudos filogenéticos, com base em analises moleculares, tém possibilitado resultados
precisos na definicdo de espécies de Colletotrichum. Dentre estas ferramentas disponiveis
atualmente, os marcadores moleculares destacam-se por possibilitarem uma andlise da
variabilidade de todo o seu conjunto génico (MCDONALD, 1997; CAIXETA et al., 2006).
Dentre as principais técnicas, podemos destacar os testes com primers taxon-especifico,
marcadores moleculares tipo fingerprint e sequenciamento de DNA. As informagfes geradas a
partir de fragmentos de DNA seqlienciados, permitem inferir sobre as relagdes filogenéticas
entre as espécies-grupo de Colletotrichum spp. Para tanto, faz-se necessario a selecdo de regides
génicas de copia Unica e que apresentem sinal filogenético, como por exemplo, a regido ITS
(Internal Transcribed Spacers). Estudos baseados em dados moleculares indicam que as espécies
complexas do género Colletotrichum séo formadas por subpopulagdes, com morfologia similar,
porém, geneticamente distintas. Tal fato sugere a necessidade de reorganizagdo da sistematica do
género, com possibilidades para descricdo de novas espécies ou taxons intraespecificos
(JOHNSTON & JONES, 1997). Em alguns casos, espécies ja descritas poderiam ser reavaliadas
e agrupadas de acordo com a proximidade genética e, a especificidade hospedeira seria
empregada para a designagdo do taxon intra-especifico (SHERRIFF et al., 1994).

O objetivo do presente trabalho foi caracterizar e identificar espécies de Colletotrichum
associadas a antracnose do cajueiro provenientes do Nordeste do Brasil e avaliar suas relages

filogenéticas.
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Resumo - Isolados de Colletotrichum gloeosporioides e C. acutatum obtidos de folhas de
cajueiro foram avaliados quanto ao crescimento, morfologia e esporulagdo em seis meios de
cultura: BDA, CA, BCA, AA, V8 e CAJU. O resultado do crescimento total foi comparado pelo
teste de Kruskal-Wallis (P=0,05), com crescimentos médios de 59, 54, 48, 42, 41 e 25 mm de
didmetro respectivamente para BDA, V8, CAJU, AVEIA, CA e BCA. A esporulagdo obteve
4,18a, 3,74a, 3,65a, 2,78ab, 1,87bc, 0,84c x 10’esporos/ml, respectivamente para CAJU, BDA,
AVEIA, V8, BCA e CA comparadas pelo teste de Tukey (P=0,05). Com relagdo a morfologia
das colbnias, é possivel concluir que os meios de cultura testados tiveram efeito heterogéneo,
tanto para isolados de origens geogréficas diferentes, como também para os de mesma regido. O
trabalho demonstrou a potencialidade de um meio de cultura até entdo ndo descrito na literatura
cientifica (FARELO DE CAJU — AGAR) para estudos da antracnose do cajueiro.

Termos para indexacdo: antracnose, ecologia, variabilidade, morfologia, esporulacéo,

crescimento
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Evaluation of culture media for Colletotrichum gloeosporioides from cashew

Abstract — Colletotrichum gloeosporioides and C. acutatum from leaves of cashewwere
evaluated for their growth, morphology and sporulation in six culture media: BDA, CA, BCA,
AA, V8 and CASHEW. The total growth was compared by Kruskal-Wallis test (P=0.05), with
average growth rates of 59, 54, 48, 42, 41 and 25 mm diameter respectively for BDA, V8,
CASHEW, AA, CA and BCA. Sporulation got the 4.18a, 3.74 a, 3.65 a, 2.78 ab, 1.87 bc, 0.84 ¢
x 10 spore/ml, respectively CASHEW, BDA, OATS, V8, BCA and CA were compared by
Tukey test (P=0.05). The colony morphology, we conclude that the media tested were
heterogeneous effect, both for isolates from different geographical origins, but also for the same
region. The study shows the potential of a new medium, until not described in scientific literature
(BRAN CASHEW - AGAR) for studies of anthracnose of cashew.

Index terms: anthracnose, ecology, variability, morphology, sporulation, growth

Introducéo

Fungos do género Colletotrichum sdo importantes agentes fitopatogénicos que causam
doencas em diversas culturas, como é o caso de Colletotrichum gloeosporioides (Penz) Penz &
Sacc., agente etiolégico da antracnose do cajueiro (SUTTON, 1992). Desta forma, estudos
relacionados com a fisiologia, morfologia e patogenicidade destes fungos se tornam relevantes,
visando o combate a doenca ou a obtencdo de clones tolerantes. O cultivo in vitro destes fungos
é de grande importancia para a sua utilizacdo em trabalhos que exijam indculo puro e em
quantidades consideraveis. Para isto € necessario estabelecer condigdes de cultivo que permitam
0 bom desenvolvimento destes microorganismos. A selecdo de meios de cultura é uma etapa

importante em trabalhos de pesquisa com fungos (CROUS et al., 2009). A literatura mostra a
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tentativa de pesquisadores para melhora a eficiéncia de producéo de inéculo usando meios de
cultura naturais ou semi-sintéticos (MONTARROYOS, 2007; MELO, 2004; HANADA, 2002),
pois acredita-se que sucos oriundos de folhas ou de outras partes vegetais, podem exercer efeitos
estimulantes no crescimento micelial e na esporulagdo de varios fungos (CROUS et al., 2009;
DHINGRA & SINCLAIR, 1985). Porém nao ha relatos na literatura do comportamento de C.
gloeosporioides, agente etiolégico da antracnose do cajueiro, no meio de cultura Farelo de
Castanha de Caju - Agar (CAJU).

Segundo Zauza et al. (2007), a maioria dos organismos cultivaveis cresce em meios
contendo uma fonte de carbono e nitrogénio, além de outros elementos em menor quantidade,
como potassio, fosforo, ferro, zinco, vitaminas, onde uma variagdo minima da composicdo pode
estimular ou inibir fases importantes da vida do individuo em teste.

Exemplos de que o meio de cultura influencia diretamente na morfologia, crescimento e
esporulacdo dos fungos podem ser encontrados na literatura. Assis et al. (2002), utilizando meio
BDA com diferentes fontes de carbono (glucose, maltose e amido), alterando o potencial hidrico
do meio de cultura, fizeram uma caracterizacao fisioldgica de isolados de C. gloeosporioides,
analisando o crescimento micelial e esporula¢do do fungo. O meio de cultura adicionado com
amido obteve o maior crescimento micelial para a maioria dos isolados estudados. Em estudos
realizados por Carvalho et al. (2001) verificou-se que em BDA adicionado de PEG
(Polietilenoglicol) 6000, a medida que a quantidade de soluto aumentava no meio de cultura, o
didmetro das colénias de Colletotrichum lindemuthianum tinha seu crescimento micelial
reduzido, demonstrado a sensibilidade desta espécie a variacdes da composicdo do meio de
cultura. Por outro lado, com adi¢éo de manitol em BDA o fungo teve seu crescimento favorecido
até o nivel de - 0,61MPa. Machado et al. (2004) usando manitol como restritor hidrico
verificaram que o crescimento micelial de Botriodiplodia theobromae e Colletotrichum gossypii

em meio BDA, néo foi prejudicado pelos potenciais hidricos - 0,4; - 0,6; - 0,8 e 1,0 MPa, € 0
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crescimento de Fusarium oxisporum f. sp vasinfectum e C. gossypii tiveram seu crescimento
estimulado nos menores potenciais.

O objetivo deste trabalho foi avaliar seis meios de cultura com relacdo ao crescimento
vegetativo total, esporulacdo e caracteristicas morfoldgicas de isolados do género

Colletotrichum.

Material e Métodos

Os meios de cultura (MC) utilizados foram batata-dextrose-agar sintético Difco® (BDA);
cenoura-agar (CA); batata-cenoura-agar (BCA); aveia-agar (AA); suco V8-agar (V8) e farelo de
castanha de caju-agar (CAJU). As formulag6es seguiram protocolos encontrados em Zazua et al.
(2007) exceto MC CAJU que foi elaborando usando-se a composi¢do de 20g de farelo de
castanha de caju natural para 1 L de agua destilada esterilizada, cozido por 10 min. em forno de
microondas em poténcia média e acrescido de 17 de &gar, com posterior fusdo do meio completo
em forno de microondas por mais 5-7 minutos em poténcia média e em seguida esterilizagdo em
autoclave, proposta pela primeira vez neste trabalho. Os isolados monospdricos CCJ21, CCJ71 e
CCJ101, ambos provenientes de cajueiro, um de espinheira santa (CMM1012) e dois de
pimentdo (CMM788 e CMM789) foram testados. Discos de 6 mm didmetro de meio de cultura
contendo estruturas do fungo, foram depositados em placas de Petri com 90 mm didmetro
contendo os meios descritos; incubados a 28 °C + 1 °C, com fotoperiodo de 12 h, com cinco
repeticBes por meio com seis isolados de diferentes regides no Nordeste brasileiro. As avaliages
iniciaram em 48 h e seguidas a cada 24 h, medindo-se o crescimento micelial em dois sentidos
perpendiculares até o primeiro isolado atingir a borda do meio de cultura, que se deu no sétimo
dia de acompanhamento. Avaliou-se a esporulacdo total em suspensdes de esporos provenientes
da raspagem de todas as placas das repeti¢Bes, com posterior leitura em camara de Neubauer em

triplicata e usando-se a média por tratamento. Os resultados de crescimento total foram
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analisados pelo teste de Kruskal-Wallis (pois, ndo atendeu a pressuposicdo da ANOVA de
homogeneidade da variancia). As varia¢des morfoldgicas foram avaliadas no sétimo dia de
crescimento das col6nias. As caracteristicas estudadas foram C (coloragdo predominante da
coldnia: branco, cinza claro, cinza escuro, negro); ME (presenca de massa de esporos); TC
(textura da coldnia: cotonosa, felpuda, farinaceo, lacunosa; TOP (topografia da coldnia: sem
micélio aéreo, pouco e muito); SC (n° de setores da col6nia). Todos dados foram analisados pelo
teste Kruskal-Wallis (P=0,05), considerando o meio por cada isolado testado. Por fim cada item
morfoldgico analisado por Kruskal-Wallis que apresentou significancia recebeu valor um (1) e
0s que ndo apresentaram significancia valor zero (0) para montagem de uma matriz que foi
analisada pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) com

uso do coeficiente de Jacard, para observacao de formacao de grupos.

Resultados e Discussao

Os resultados de crescimentos médios totais foram de 59, 54, 48, 42, 41 e 25 mm
didmetro respectivamente para BDA, V8, CAJU, AVEIA, CA e BCA testados pelo método de
Kruskal-Wallis (P=0,05). Nao houve diferencas significativas entre os isolados para cada meio
testado, sendo semelhante aos dados encontrados por Serra (2008). Os maiores valores de
crescimento médio para isolados de Colletotrichum obtidos por Tozze (2006) sdo semelhantes
aos valores obtidos para BDA, V8 e CAJU variando de 0,89 a 0,45 cm/dia. Lopez (2010)
também obteve resultados médios de crescimento micelial variando de 13,23 a 0,8 mm/dia onde
0s maiores valores obtidos pelo autor foram em meio Czarpec-V8. Em outro trabalho realizado
por Lopez & Pereira (2010) com os meios de cultura BDA, AVEIA e Manthur e isolados de C.
gloeosporioides de pinha, foi observado menor crescimento micelial total em AVEIA (60,17
mm) e maior em BDA, atingindo médias de 90 mm, sendo ambos os valores superiores aos

obtidos neste trabalho.
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A esporulacéo foi significativa pelo teste de Tukey (P=0,05) e obteve melhores resultado
seguindo a ordem CAJU, BDA, AVEIA, V8, BCA e CA. O meio CAJU obteve 0 maior nimero
de esporos/ml, mas ndo diferenciou estatisticamente dos MC BDA, AVEIA e V8, porem foi
superior a BCA e CA (Tabela 2). Houve variagdo entre os isolados que pode ser observado na
Figura 1. O padréo para esporulacdo por meio de cultura foi mantido, porém para o isolado CCJ
71 proveniente de Campina Grande — PB houve melhor adaptacdo para o V8 que para BDA,
contudo manteve esporulacdo semelhante para 0 MC CAJU. Estes resultados sdo semelhantes
aos obtidos por Martins (2007) que testando meios de cultura liquidos observou variagdo de
esporulacdo entre os isolados testados, bem como a variagdo quanto ao meio utilizado, obtendo
melhor esporulagdo em meio batata-dextrose e suco V8. Pereira et al. (1998) comentam que 0
substrato pode influenciar a produgdo de propagulos de C. lindemuthianum (Sacc. & Magn.) Br.
& Cav. Estes autores observaram variagdo na producao de conidios por ocasido do cultivo do
fungo em diferentes meios de cultura. Resultados semelhantes foram reportados por Neto et al.
(1994) e Pria et al. (1997). Lopez & Pereira (2010) testando trés meios de cultura para C.
gloeosporioides provenientes de pinha, detectou a variagdo de esporulagdo entre eles, tendo
melhor resultado no meio Mathur, que chegou a produzir 2,23x10%sporos/ml, resultado este
inferior aos obtido com os meios testados, exceto para CA no isolado CCJ101.

Para morfologia das colénias os pardmetros C e ME apresentaram diferencas
significativas em todos os isolados, exceto para o isolado CCJ 71 (Tabela 3). J& TOP ndo
apresentou diferencas significativas para o isolado CMM 788. TC foi capaz de diferenciar os
isolados CCJ 101, CCJ 71 e CMM 1012 (Tabela 3). E por fim, SC sé apresentou variacoes
significativas para os isolados CCJ 101 e CMM 789 (Tabela 3). A variagdo morfoldgica ja era
esperada devido a grande variabilidade conhecida do género Colletotrichum. Menezes (2002)
sugere que isolados pertencentes a mesma espécie de C. gloeosporioides apresentaram entre si
grande variabilidade no mesmo substrato, podendo haver relagdo com a presenca de racas

fisioldgicas. Analisando as variagdes morfologicas por UPGMA (Unweighted Pair Group
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Method with Arithmetic Mean), baseado nos resultados do teste Kruskal-Wallis (Tabela 3), para
existéncia ou ndo de variacdo do carater morfolégico considerando todos os meios testados
juntos, foi possivel observar a formacéo de trés grupos distintos de similaridade pelo coeficiente
de Jaccard (Figura 2), onde o grupo A compreende apenas o isolado CCJ 71, o grupo B apenas 0
isolado CMM 788 e 0 demais no grupo C, que apresenta isolados tanto de C. gloeosporioides
como de C. acutatum. Nenhum padrdo morfoldgico foi repetido por qualquer isolado, desta
forma observa-se que a variagcdo dos isolados quanto a morfologia, em sele¢cdo de meios de
culturas é uma variavel inadequada. Crous et al.(2009) comenta que a escolha de um meio de
cultura é baseadas na finalidade da atividade cientifica, acredita-se que o meio de cultura
FARELO DE CAJU — AGAR, possa ser usado como mais um artificio na rotina de laboratorios
de fitopatologia, por se tratar de um meio que € de baixo custo, f4cil elaboragdo e com resultados
eficientes para producdo de indculo. Para os trés isolados de C. gloeosporioides obtidos de
cajueiro, a esporulagdo em MC CAJU foi elevada e estavel (Figura 1), mesmo com a
variabilidade observada nas caracteristicas morfoldgicas (Figura 2, Tabela 3), que reforcam o
potencial deste meio de cultura, pois os MC BDA e V8 apresentaram reducdo significativa no
namero de esporos respectivamente para os isolado CCJ 71 e CCJ 101. Mais estudos devem ser
realizados com mais isolados e outras espécies de fungos, bem como uma investigacdo da

composicao bioquimica do meio de cultura.

Conclusdes

1 — O meio de cultura a base de castanha de caju prove condi¢fes nutricionais para crescimento e
esporulacdo de C. gloeosporioides. 2 — O trabalho demonstrou a potencialidade de um meio de
cultura (FARELO DE CAJU — AGAR) nunca antes testado para estudos da antracnose do
cajueiro. 3 - Os meios testados tiveram efeito heterogéneo para morfologia, esporulacdo e

crescimento dos isolados testados.
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Tabela 1. Quadro de analise de variancia da esporulacdo nos meios de cultura testados.

Fonte de variacao GL SQ QM Fcal
Meio 5 751,30 150,26 15,423**
Erro 12 107,16 9,74

Total 16 858,47

CV =28,84% ** significancia a P=0,01

Tabela 2. Resultado geral do teste de separacdo de médias de esporulacdo nos meios de cultura

Meio Esporulacdo x 10esporos/ml
CAJU 4,18a

BDA 3,70a

AVEIA 3,65a

V8 2,78 ab

BCA 1,87 cb

CA 0,84c

Média 2,83

Para cada meio de cultura utilizado, médias de esporulacdo seguidas de mesma letra ndo diferem
entre si, pelo teste de Tukey (P=0,05).

Tabela 3. Variacdo observada pelo teste de Kruskal-Walli (P=0,05), para todas as variaveis
morfoldgicas analisadas.

Variaveis CCi21 ccJrl CCJ101 CMM2012 CMM788 CMM789

C 1 1 0 1 1 1
ME 1 1 0 1 1 1
TOP 1 1 1 1 0 1
TC 0 1 1 1 0 0
SC 0 1 0 0 0 1

Coloracdo predominante da coldnia (C); presenca de massa de esporos (ME); textura da colénia
(TC); topografia da colénia (TOP); n° de setores da coldnia (SC). 0 — ndo houve significancia 1 —
houve significancia.
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Figura 1. Esporulagdo total dos isolados CCJ 21 (A), CCJ 101(B) e CCJ 71 (C) em todos 0s
meios de cultura testados. Para cada meio de cultura utilizado, médias de esporulacdo seguidas
de mesma letra mindscula iguais, indicam que as médias ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey (P=0,05).
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Resumo - Uma importante doenga do cajueiro, a antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum
gloeosporieoides, ainda possui poucos estudos quanto a sua variabilidade patogénica. O objetivo
do trabalho foi avaliar o comportamento de clones comerciais de cajueiro, frente a isolados de C.
gloeosporioides de diferentes regides ecoclimaticas do Nordeste brasileiro. Os isolados
provenientes dos municipios do Trairi-CE, Goiana-PE, Taquarintinga-SP, Sdo Luis-MA, Serra
do Mel-RN, Campina Grande-PB e um isolado de Colletotrichum acutatum proveniente de
pimentdo da cole¢do de fungos fitopatogénicos "Professora Maria Menezes' — UFRPE, foram
inoculados em folhas dos clones BRS-226, CCP-76, CCP-09 e LINDOLFO. Foi observada a

existéncia de variabilidade patogénica na combinacdo dos isolados e clones testados.

Termos para indexagdo: patogenicidade, controle, resisténcia, tolerancia, epidemiologia

Abstract — Anthracnose, caused by Colletotrichum gloeosporieoides, is an important disease of

cashew plants, yet few studies dealing with pathogenic variability are available. Therefore, the
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objective of this study was to evaluate the reaction of cloned cashew trees to C. gloeosporioides
under environmentally different regions. Isolates from the municipalities of Trairi-CE, Goiana-
PE, Taquarintinga-SP, Sdo Luis-MA, Serra do Mel-RN, Campina Grande-PB and an isolated
Colletotrichum acutatum of capsicum from the Professor Maria Menezes collection of plant
pathogenic fungi - UFRPE, inoculated on the leaves clones BRS-226, CCP-76, CCP-09 and

Lindolfo. Pathogenic variability was observed among isolates and clones combined.

Index terms: pathogenicity, control, resistance, tolerance, epidemiology

Introducéo

A castanha de caju é o produto agricola mais importante do Estado do Ceard, com
geracgdo de mais de 100 mil empregos diretos e indiretos; sendo também muito relevante para os
estados do Piaui e Rio Grande do Norte (FREIRE et al., 2002). As epidemias ocasionadas por
Colletotrichum gloeosporioides em cajueiro (Anacardium occidentalis L.) destacam-se, como
uma das principais doengas desta cultura e pode levar a perdas de mais 40% da producdo
(CARDOSO et al., 1999). Ha poucas e desatualizadas pesquisas sobre a doenca, havendo grande
demanda de informagBes bésicas para os programas de melhoramento e manejo integrado da
doenca (FREIRE et al., 2002; CARDOSO et al., 1999; BARROS, 2002). O agente etiolégico da
antracnose do cajueiro é descrito como Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc
(SUTTON, 1992). O género Colletotrichum apresenta uma grande variabilidade genética e a
literatura especializada vem, seguidamente, mostrando relatos de variacdo na patogenicidade dos
fungos deste grupo, dificultando a adocdo de procedimentos adequados de manejo,
principalmente nos programas de melhoramento (GIBLING et al., 2010; COSTA et al. 2009;
DAVID & SOUZA, 2009; MEDEIROS et al. 2008; ANSARI et al., 2004).

Mafaciole et al. (2008) observaram diferencas significativas de agressividade dos

isolados de C. gloeosporioides em folhas maduras e intermediarias de pupunheira, porém, nas
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folhas jovens, as diferencas de agressividade entre os isolados ndo foram significativas. Ja Giblin
et al. (2010) relatam a variacdo de patogenicidade de acordo com a origem dos isolados de C.
gloeosporioides, de abacateiro e mangueira, tanto em ensaios em casa de vegetagdo como no
campo. Serra et al. (2008) descreve uma interessante relacdo de patogenicidade, demonstrando
gue isolados monosporicos de Colletotrichum obtidos de cajueiro foram mais agressivos que 0s
multiesporicos, enquanto que isolados de mangueira multiespéricos foram mais agressivos que
0s monosporicos. Isso leva a crer que as relagcbes de parasitismo podem variar para cada
patossitema, mesmo em se tratando de patégenos pertencentes a um mesmo género. Desta forma,
torna-se necessaria uma investigacdo mais aprofunda da relagdo existente entre patégeno e
hospedeiro, que leve a um maior entendimento da doenca, no caso, a antracnose do cajueiro. O
objetivo do trabalho foi avaliar a reagdo de clones de cajueiro a isolados de Colletotrichum sp.
provenientes de ecorregides distintas, de modo a definir os melhores clones para cada uma

dessas areas.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no laboratério de fitopatologia da Embrapa Agroindustria
tropical em 2010. Folhas jovens totalmente expandidas, até a terceira folha de um ramo, recém
destacadas, de 4 clones de cajueiro (BRS-226, CCP-76, CCP-09 e LINDOLFO) foram
inoculadas com os isolados CCJO1, CCJ08, CCJ10, CCJ14, CCJ20, CCJ21, CMMT788,
provenientes dos municipios Trairi-CE, Goiana-PE, Taquarintinga-SP, S&o Luis-MA, Serra do
Mel-RN, Campina Grande-PB e isolado de Colletotrichum acutatum proveniente de Pimentdo da
colecdo de fungos fitopatogénicos Maria Menezes UFRPE. Como inéculo foram utilizados
discos de 6mm de didmetro, de meio de cultura contendo estruturas do fungo, obtidos de culturas
puras, monosporicas, com 10 dias de crescimento. O experimento foi montado segundo o

delineamento inteiramente casualizado com quatro repeti¢fes, em arranjo fatorial, onde cada
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repeticdo foi constituida de uma folha inoculada com trés discos equidistantes entre si, sem e
com ferimento, na face adaxial do limbo foliar e os fatores foram clone x isolado. Os ferimentos
foram feitos apenas na porc¢éo direita do limbo com o auxilio de uma almofada de alfinetes
entomoldgicos previamente flambados. O peciolo de cada folha foi envolto em algoddo
umedecido com solugdo nutritiva de macronutrientes e depositadas em bandejas pléstica
contendo folhas de papéis-toalha umedecidos com agua destilada e esterilizada, e cobertas com
filme pléstico transparente, servindo como cdmaras Umidas, onde as folhas permaneceram por 3
dias. Essas foram mantidas em sala de crescimento a temperatura de 28 °C +1 °C e fotoperiodo
de 12 h. As avaliacdes foram realizadas a cada 24 horas para estimar o periodo de incubacdo
(PI), bem como raspagens na face abaxial, logo abaixo da regido onde os discos foram
depositados, com o auxilio de estiletes flambados para detecgdo do periodo latente (PL). O
material obtido pela raspagem foi avaliado em preparacdes microscopicas com o0 uso de
microscépio de luz, para observacdo de esporos. Também, foi observado o surgimento de massas
de esporos na face abaxial das folhas com o auxilio de lupas. No Ultimo dia de avalia¢do, todas
as folhas foram digitalizadas com uso de scanner de mesa para avaliagdo da severidade total
(com e sem ferimento), tendo sido empregado o programa computacional ASSESS 2.0 (APS)
para obtencdo do percentual de area foliar lesionada. Os dados de severidade obtidos foram
avaliados segundo andlise da variancia (ANOVA) em arranjo fatorial por meio do programa

estatistico SISVAR 5.1 Build 72 (UFLA).

Resultados e Discussao

Houve variacdo entre os isolados e entre clones com relacdo ao Pl e PL (Tabela 1).
Apenas os isolados CCJ08, CCJ14 E CCJ21 conseguiram completar o Pl em 24h nos clones
BRS226 e CCP76. Todos os isolados, em 72h, completaram o PI nas inoculagdes com ferimento,

exceto o isolado CMM788 inoculado no clone CCP76. O género Colletotrichum é conhecido por
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apresentar capacidade de infectar o tecido integro do hospedeiro, porém observou-se que, em
algumas combinagdes entre os isolados e os clones de cajueiro estudados neste trabalho essa
regra tida como geral ndo se aplicou, pois em algumas situacdes os isolados ndo foram capazes
penetrar os tecidos de alguns clones, levando a suspeita de especializacBes fisiologicas. A
exemplo do clone CCP76 que foi susceptivel, mesmo sem ferimento, aos isolados CCJ01, CCJ10
e CCJ14 provenientes de regides com temperaturas médias acima de 28 °C. Ja o BRS226 foi
infectado sem ferimento apenas pelos isolados CCJ08, CCJ14, CCJ21 e CMM788, mesmo este
Gltimo ndo sendo patdgeno de cajueiro e sim de pimentdo. Com relagdo ao clone Lindolfo, tido
como muito susceptivel a antracnose, foi infectado apenas pelos isolados CCP08 e CCP14 na
auséncia de ferimentos. O clone CCP09 foi o Unico susceptivel a todos os isolados de cajueiro
nas inoculagcBes sem ferimento. O PL foi varidvel também para todos os clones, sendo
observados apenas 72h apds a inoculacdo (Tabela 1). Os clones BRS226 e Lindolfo ndo
apresentaram PL em até 72h para o isolado CCJ10. Para CCP76 os isolados CCJ08 e CCJ20 ndo
completaram PL no tempo de avaliagdo do experimento. J4 o0 CCP09 os isolados CCJ01 e CCJ21
também nédo completar o PL durante a avaliagdo. Em nem um dos clones foi detectado PL para o
isolado CMM788, demonstrando-se menos compativel com o hospedeiro testado mesmo que
tenha conseguido infecta-lo. A formacdo de massa de esporos sé foi observada no clone CCP09
para o isolado CCJ10 e no clone BRS226 para os isolados CCJ14 e CCJ20, detectados no dltimo
dia da avaliagdo. Analisando os valores de severidade total por meio da ANOVA, em arranjo
fatorial, foi possivel detectar significancia (P=0,01) na interacdo entre isolados e clones (Tabela
2). A severidade variou de 99% para o isolado CCJ14 a 0% para o isolado CMM788 ambos no
clone CCP76. Na Tabela 3 observa-se que o clone mais resistente foi o BRS226, seguido do
Lindolfo, contrariando as expectativas, o Lindolfo é tido como muito suscetivel em condicoes de
umidade elevada, como as que ocorrem no litoral nordestino, suplantou os clones CCP76 e
CCP09, que obtiveram os maiores valores de severidade e ndo diferenciando entre se. Sharma et

al. (2005) e Xiao et al. (2004) conseguiram detectar a formacdo de grupos especificos com
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relagdo a patogenicidade & morangueiro, que exemplificam a plasticidade genética do género
Colletotrichum. Variabilidade patogénica também foi encontrada por Souza & Sobrinho (2000),
que detectou grande variabilidade de isolados de C. gloeosporioides provenientes de frutos de
mangueiras, reforcando os resultados obtidos neste trabalho. Muniz et al. (1998) observa que
isolados de C. gloeosporioides obtidos de diversas fruteiras, foram patogénicos a folhas de
cajueiro e considera que a diferenga de severidade pode estar relacionada a interacdo com o
ambiente, producdo de enzimas pelos fungos e a variagdo de gendtipo da planta. Tal informagéo
leva a crer que é possivel a ocorréncia de alguns destes eventos também para este ensaio.

Os resultados ndo mostram evidéncias de resisténcia horizontal, semelhante as respostas
obtidas por Davide & Souza (2009), que trabalhando com uma raca de Colletotrichum
lindemuthianum (Sacc. And Magn.), constaram ineficiéncia nas cultivares diferenciadoras de
feijoeiro utilizadas, bem como uma variacao significativa na viruléncia dos isolados testados.

Cardoso (1999) comenta a necessidade dos programas de melhoramento em considerar a
variabilidade de isolados de C. gloeosporioides, por encontrar diferengas da severidade de
antracnose em uma competicdo de clones com cajueiros andes, também apoiado por Freire
(2002). Estas informagfes demonstram a necessidade de estudos com maior nimero de isolados
de regides distintas, bem como uso de mais clones, para informagdes mais substancias quanto a

variabilidade patogénica neste patossistema.

Conclusdes

1 - Nas condi¢Bes empregadas neste estudo ha variabilidade patogénica entre os isolados
testados. 2 - O clone CCP09 foi 0 mais susceptivel. 3 - O clone CCP76 apresentou um padrdo de
resisténcia vertical. 4 — Ha especificidade patogénica de isolados por alguns clones 5 — O clone

mais resistente é 0 BRS226.
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Tabela 1. Periodo de incubagdo e periodo latente em folhas destacada dos clones de cajueiro

com e sem ferimento.

24h 48h 72h
Clone Isolado S = S = S =
CCJo1 0 0 0 1 0 2 pl
CCJ08 1 0 1 2 1pl 2pl
© CCJ10 0 0] 0] 4 0 1
& CCJ14 1 1 3 2 3pl 3pl
e CCJ20 0 0 0 1 0 1pl
@ cci2l 1 0 2 4 3pl 4pl
CMM788 0 0 0 3 3 3
Testemunha 0 0 0 0 0 0
CCl1 0 1 0 2 0 2 pl
CCJ8 0 3 1 3 4pl 4pl
ko) CCJ10 0 1 0 2 0 3
S CCl14 0 0 1 1 2pl 1pl
= CCJ20 0 3 0 3 0 4pl
= ccli21 0 3 0 4 0 4pl
CMM788 0 3 0 3 0 3
Testemunha 0 0 0 0 0 0
CCi1 0 0 2 1 3pl 1pl
CCJ8 0 0 0 0 0 2
© CCJ10 0 0 1 2 1pl 3pl
= CCJ14 2 3 3 3 4pl 4pl
8 CCJ20 0 0 0 1 0 2
CCJ21 0 1 0] 1 0 2 pl
CMM788 0 0 0 0 0 0
Testemunha 0 0 0 0 0 0
CCl1 0 0 0 0 1 2
CCJ8 0 0 2 2 2pl 3pl
o CCJ10 0 0 3 3 4pl 4pl
= CCJ14 0 2 3 2 4pl 4pl
9 CCJ20 0 0 1 1 2pl 3pl
CCJ21 0 1 3 3 3 4
CMM788 0 1 0 2 0 2
Testemunha 0 0 0 0 0 0

S - sem ferimento; F - com ferimento; 0 a 4 — nimero de repeti¢cdes que completaram periodo
de incubacao; pl — completou periodo latente.
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Tabela 2. Quadro de analise de variancia em esquema fatorial clone X isolado para as
médias de severidade

Fonte de variacéo GL SQ QM Fcal
Clone 3 7523,8 2507,92 125,44**
Isolado 6 11646,3 1941,05 97,09**
Interagdo 18 35764,5 1986,92 99,38**
erro 84 1679,4 19,99

total 111 56614,0

CV =21,92% ** significancia a P=0,01

Tabela 3. Resultado geral do teste de separacdo de médias de severidade

Isolado / Clone CCP09 CCP76 Lindolfo BRS226
ccjol 14,7 bB 64,5 bD 15,0 bC 9,0 aAB
CCJo8 27,8bC 10,7 aBC 12,3 aBC 17,8 aB
CCJ10 52,8 cD 13,3bC 8,3 abABC 4.8 aA
CCJ14 21,5 abBC 95,0 CE + 14,3 aC 275hC +
CCJ20 55,8 bD + 2,8 aAB 2,8 aA 3,0aA
ccl21 22,0 bBC 11,3 aBC 43,8 cD + 6,0 aA
CMM 788 5,3 aA - 0,0 aA - 4,3 aAB - 2,0 aA -
Total 147,1 198,6 114,2 70,1
Média 2101c 28,37¢c 16,31 b 100a

Para cada clone utilizado, médias severidades seguidas de mesma letra mindscula indicam
que as médias ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P=0,05). Para cada isolado, médias
de severidade seguidas de mesma letra mailscula, indicam que as médias ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey (P=0,05). + maior média, - menor média.
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CAPITULO IV

CARACTERIZACAO CULTURAL, MORFOLOGICA E FISIOLOGICA
DE ISOLADOS DE Colletotrichum gloeosporioides ASSOCIADOS A

ANTRACNOSE DO CAJUEIRO
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Resumo - A antracnose em frutiferas, causada por Colletotrichum gloeosporioides é considerada
uma doenca economicamente importante no Nordeste do Brasil, incidindo sobre ramos novos,
folhas, inflorescéncias e frutos. Espécies de Colletotrichum tém sido identificadas quase
exclusivamente através da caracterizagdo morfolégica, cultural e fisiologica. Caracteristicas
como morfologia de conidios, coloracdo da col6nia, crescimento micelial e formacdo de massa
de esporos sdo muito utilizadas, porem C. gloeosporioides apresenta grande variacdo
morfol6gica e fisiologica. O presente trabalho caracterizou isolados de C. gloeosporioides,
obtidos de cajueiro (Anacardium occidentale L.), provenientes de diferentes regides do Brasil,

quanto aos aspectos culturais das colonias, morfologia de conidios e caracteristicas fisiologicas.

Termos para indexacdo: antracnose, variabilidade, morfologia, esporulacdo, crescimento,

temperatura
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Abstract — Anthracnose by Colletotrichum gloeosporioides is an economically important
disease in northeastern Brazil, on young branches, leaves, flowers and fruits. Colletotrichum
species have been identified almost exclusively by morphological, physiological and cultural.
Features such as conidial morphology, colony color, mycelial growth and spore mass formation
are widely used, but C. gloeosporioides presents great morphological and physiological
variation. The present study characterized isolates of C. gloeosporioides obtained from cashew
(Anacardium occidentale L.) from different regions of Brazil concerning the cultural aspects of

colony morphology and physiological characteristics of conidia.

Index terms: anthracnose, variability, morphology, sporulation, growth, temperature

Introducéo

O género Colletotrichum é um dos mais importantes entre os fungos fitopatogénicos em
nivel mundial, especialmente nas regifes tropicais e subtropicais, envolvendo espécies que
causam doengas de expressdo econdmica em leguminosas, cereais, hortaligas e culturas perenes,
incluindo diversas freuteiras (FREEMAN, 2000). A antracnose em frutiferas, causada na maioria
dos casos por Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc., é considerada uma doenca
economicamente importante no Nordeste do Brasil (SERRA, 2004), incidindo sobre ramos
novos, folhas, inflorescéncias e frutos. Nas folhas, h4 o aparecimento de manchas escuras e de
contornos irregulares, que resultam em lesdes ou perfuragcGes quando os tecidos necrosados se
destacam. As inflorescéncias afetadas apresentam flores escuras, tomando o aspecto de
gueimadas pelo fogo, morrendo a seguir. Lesdes podem levar a queda dos frutos, antes da
maturacdo fisioldgica, ou mumificagdo quando ainda novos (MENEZES, 2005). A doenca pode
ocasionar prejuizos que variam em fungdo do grau de suscetibilidade da planta hospedeira e das
condicdes ambientais. Espécies de Colletotrichum tém sido identificadas quase exclusivamente

através da caracterizagdo morfoldgica, cultural e fisiol6gica. Caracteristicas como morfologia de
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conidios, coloracdo da coldnia, crescimento micelial e formacdo de massa de esporos sdo muito
utilizadas.  Alguns autores afirmam que C. gloeosporioides apresenta grande variagdo
morfologica e fisiologica. Até mesmo isolados monoconidiais tém mostrado elevada
variabilidade quando expostos a diferentes condigdes culturais (FERRAZ, 1997; KEUFMANN,
1996; MENEZES, 2002).

O presente trabalho objetivou caracterizar isolados de C. gloeosporioides, obtidos de
cajueiro (Anacardium occidentale L.), provenientes de diferentes regides do Brasil, quanto aos
aspectos culturais das coldnias, morfologia de conidios e caracteristicas fisioldgicas dos isolados

testados.

Material e métodos

Obtengao dos isolados

Os isolados multisporicos foram obtidos de cajueiro dos estados do Ceara, Paraiba, Rio
Grande do Norte, Piaui, Amazonas, Sdo Paulo, Maranh&o e Pernambuco. CCJ01 — CCJ22, mais
um isolado de C. acutatum proveniente da colecdo de culturas de fungos fitopatogenicos
‘Professora Maria Menezes’ (CMM788), para efeitos de comparacdo. O fungo foi isolado a
partir de folhas com sintomas de antracnose. Fragmentos de tecidos foram retirados das margens
das lesdes, desinfestados superficialmente em uma solucdo de hipoclorito de sddio a 1,5%,
durante 1 minuto e, em seguida, lavados, em agua destilada e esterilizada, por duas vezes e
retirado o excesso de agua em papel de filtro estéril. Logo apés, os fragmentos foram dispostos
em substrato Agar-Agua (AA) e, incubados & 26 + 2 °C, com fotoperiodo de 12 horas. A partir
das culturas puras de C. gloeosporioides foram preparadas as monospdricas, por técnica de
diluicdo em gota, onde um suspensdo de esporos era diluida para uma concentracdo de 1 a 3
esporos por 10 pl e uma gota com este volume transferida para placas de Petri com substrato

AA, previamente marcada com nove circulos. Com 12 h de incubagdo foi verificada a
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germinacdo em cada marcagdo para observacdo de um Unico crescimento micelial por marcacéo
utilizando-se microscopia de luz e, em seguida, quando confirmado, transferido para meio de

cultura BDA e posterior preservagdo em agua destilada esterilizada.

Aspectos culturais das colonias e crescimento em BDA de Colletotrichum gloeosporioides

As 22 culturas monosporicas, referentes a cada area de coleta, com quatro repeticoes
cada, em delineamento estatistico inteiramente ao acaso - DIC, foram cultivadas em meio BDA.
Discos de 6 mm didmetro de meio de cultura contendo estruturas do fungo, foram depositados
em placas de Petri com 90 mm diametro; incubados a 26 °C + 1 °C, com fotoperiodo de 12 h. As
avaliagBes iniciaram em 48 h e seguidas a cada 24 h, medindo-se o crescimento micelial em 2
sentidos perpendiculares até o primeiro isolado atingir a borda da placa, que se deu no sétimo dia
de acompanhamento.

As variagdes morfoldgicas foram avaliadas no sétimo dia de crescimento das colénias. As
caracteristicas estudadas foram C (coloragdo predominante da col6nia: branco, cinza claro, cinza
escuro, negro); ME (presenga de massa de esporos); TC (textura da colbnia: cotonosa, felpuda,
farinaceo, lacunosa; TOP (topografia da coldnia: sem micélio aéreo, pouco e muito); SC (n° de
setores da coldnia).

Caracterizacdo morfolédgica de conidios e apressorios

Conidios e apressorios foram caracterizados em relagdo ao tamanho e forma,
determinados para 50 conidios/apressorios de cada isolado. Quanto ao formato, os conidios
foram classificados em quatro grupos: 1) cilindrico: com ambas as extremidades arredondadas;
2) elipsdide: com extremidades estreitas; 3) obclavdide: com uma das extremidades
arredondadas e a outra estreita (forma de clava); 4) fusiforme: com ambas as extremidades
agudas (SUTTON, 1992). Para a caracterizacdo dos conidios e apressorios, preparou-se
suspensdes a partir de culturas com 10 dias em meio BDA. As suspensdes foram transferidas em

gotas de 10 pl para laminas e observadas em microscdpio de luz para medigdo dos conidios e 24
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h depois os apressérios. Quanto a morfologia, os apressérios foram classificados em: 1) irregular
e lobado: com as margens onduladas; 2) irregular e fracamente lobado: com as margens pouco
onduladas; 3) circular e liso: com as margens sem ondulagdo (SUTTON, 1992). As dimensdes
dos conidios de largura e comprimento foram avaliadas usando o programa computador para

analise de imagens (Motic Image Plus 2.0).

Caracterizacgdo do efeito da temperatura

Avaliou-se o efeito das temperaturas de 18, 22, 26 e 30 °C no crescimento de isolados
provenientes dos municipios de Pio IX - Pl (CCJ17), Vicosa do Ceara - CE (CCJ18),
Taquaritinga - SP (CCJ20), Rio Preto da Eva - AM (CCJ19), Ipu - CE (CCJ16) e Mossoré - RN
(CCJ09). Foi utilizado o delineamento estatistico inteiramente ao acaso (DIC) com 6 repeticdes,
constituindo cada placa de Petri uma parcela. Discos de BDA com seis mm diametro contendo
estruturas do fungo, provenientes de colénias com sete dias de crescimento, foram depositados
no centro de placas de 90 mm diametro e mantidas sob fotoperiodo de 12 hs. O crescimento
micelial diario foi obtido da média da medicdo da coldnia em duas posicdes perpendiculares,
iniciada 48 h ap6s a deposicdo dos discos, a cada 24h, por um periodo de cinco dias. As
variagdes morfolégicas foram avaliadas no sétimo dia de crescimento das colbnias. As
caracteristicas estudadas foram C (coloragdo predominante da col6nia: branco, cinza claro, cinza
escuro, negro); ME (presenga de massa de esporos); TC (textura da col6nia: cotonosa, felpuda,
farinaceo, lacunosa; TOP (topografia da coldnia: sem micélio aéreo, pouco e muito); SC (n° de

setores da coldnia), analisados por teste KRUSKAL-WALLIS (P=0,05).

Caracterizacgéo do efeito da relagdo carbono / nitrogénio
Avaliou-se o efeito da relacdo de diferentes fontes de carbono e nitrogénio no
crescimento, e esporulacdo de isolados provenientes dos municipios de Rio Preto da Eva

(CCJ19), Ipu (CCJ16), Vicosa do Ceard (CCJ18), Taquaritinga (CCJ20), e CMM 788. As fontes
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utilizadas carbono foram maltose, frutose e xilose e de nitrogénio asparagina, peptona e nitrato
de potassio, propor¢do 10/1. O meio basal utilizado foi 0,59 MgS04.7H20; 1,09 KH2PO4; 20g
agar, g.s.p. 1.000 ml de agua destilada, com pH 6 a 5,5 ap6s autoclavagem, distribuido em placas
de Petri com 90 mm didmetro e incubadas a 27 °C, sob fotoperiodo de 12 h. A testemunha foi o
meio BDA. Foram utilizados disco de 6mm diametro de meio BDA com estruturas do patégeno,
provenientes da borda de culturas com nove dias de crescimento. As avaliagfes foram tomadas

diariamente apds 48 h, por cinco dias em duas diagonais transversais ao centro da placa.

Resultados e discussao

Aspectos culturais das col6nias e crescimento em BDA de Colletotrichum gloeosporioides

As colbnias apresentaram grande variagdo com relagdo a cor e demais aspectos aspecto,
de acordo com os diferentes isolados. As cores predominantes foram os tons de cinza, seguido de
branco e negro. Com relagéo a produgdo de massa de esporos ndo foi observada em 10 isolados e
variou quando a quantidade observada, onde nove isolados apresentaram essa caracteristica com
muitas pontuacGes e sempre com coloragdo alaranjada. Apenas quatro isolados apresentaram
micélio rente ao meio de cultura, bem como os isolados de C. acutatum. A textura de col6nia
mais observada foi a cotonosa com 10 isolados, seguida de feltrosa com sete isolados mais 0s
individuos CMM 788 e CMM 789. Apenas os isolados CCJO1 e CCJO5 apresentaram textura
farinacea. Ja os isolados CCJ10 e CCJ11 foram classificados como 0s que se mostraram com
lacunas na colbnia. A maioria dos isolados ndo apresentou formacdo de setores nas colénias,
bem como os isolados de C. acutatum, porém os isolados CCJ19 e CCJ20 foram o0s mais
setorizados, com mais de cinco setores, sendo interessante salientar que estes sdo os isolados
mais extremos das &reas de coletas. Os resultados obtidos mostram correlacdo com aqueles
apresentados por alguns pesquisadores que avaliaram o comportamento de Colletotrichum spp.

com base nas caracteristicas culturais, como aspectos de coldnias (AFANADO-KAFURI, 2003,
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DENOYES, 1995, JHONSTON, 1997; LATINOVIE, 2002). Ferraz (1977) classificou isolados

de espécies de Colletotrichum em grupos e subgrupos, em fungdo da variacdo observada em
cultura. O padrdo observado para os isolados de C. acutatum utilizados no experimento néo foi
repetido por nem um isolado de C. gloeosporioides reforcando a idéia de possivel utilizacdo de
caracteres culturais na separacéo de espécies.

As coldnias variaram quanto a formagao de micélio aéreo flocoso sem conidios aparentes,
a micélio escasso e submerso, porém bem esporulado. Segundo Menezes (2002), isolados
pertencentes a mesma espécie de C. gloeosporioides apresentaram entre si grande variabilidade
no mesmo substrato, admitindo estar este fato relacionado com a presenga de ragas fisioldgicas.

Quanto ao crescimento total e médio das coldnias, houve significancia estatistica
(P=0,05), onde os maiores valores de crescimento total médio foram obtido para o isolado
CCJ19 proveniente da regido amazénica e CCJ16 (Ipt — CE) com 9 cm diametro de coldnia para
ambos, seguidos do isolado CCJ21 oriundo do Maranhdo e CCJ08 (Campina Grande — PB) com
8,8 e 8,6 cm diametro de coldnia, respectivamente (Tabela 2). A menor média total de
crescimento foi obtida para o isolado CCJ13 junto com outro isolado bem como CMM788. Ja
para o crescimento medio, os isolados CCJ16, CCJ19, CCJ21, CCJ08 obtiveram as maiores
médias nado diferindo estatisticamente (P=0,05), porém dos demais isolados, com os valores de
6,85, 6,82, 6,66 e 6,37 cm diametro de colénia respectivamente (Tabela 3). Pode-se observar
dois grupos para ambas as medias estudas.

Para C. graminicola (Ces.) G.W., Wilson, Lima (2000) relatam que variagbes em
crescimento entre 66,1 e 77,8 mm foram significativas ao nivel de 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey, mas néo foi possivel no presente trabalho obter valores que diferencie o isolado
CMM 788 da maioria dos isolados de C. gloeosporioides, impossibilitando a distingdo entre
espécies por esse carater. Adaskaveg & Foster (2000), sugerem o enquadramento de isolados na
espécie C. acutatum em funcdo de crescimento reduzido. Entretanto, Freeman et al. (1998)

relatam que isolados de C. gloeosporioides, obtidos de amendoeira, ndo apresentaram
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crescimento diferenciado de C. acutatum, proveniente de morangueiro. Serra (2006), também
ndo recomenda a utilizacdo do crescimento micelial como uma caracteristica segura para
diferenciagdo de espécies de Colletotrichum, mas pode revelar a ocorréncia de variabilidade
intraespecifica, pois a condigdo heterozig6tica ou reproducdo sexuada tem possibilidade de gerar

novos bidtipos na populagdo com comportamento variavel.

Caracterizagdo morfolégica de conidios e apressorios

Houve diferenca estatistica tanto para largura como para comprimento dos conidios, com
formagéo de oito grupos para comprimento de e seis para largura (Tabelas 4 e 5). O isolado
CCJ05 se destacou como 0 mais comprido enquanto que o isolado CCJ18 foi 0 mais largo. Em
ambas dimensoes o isolado CMM 788, de C. acutatum, foi o0 menor e diferente estatisticamente
pelo teste de separagdo de médias Scott-Knott (P=0,05). Ndo houve diferencas visiveis de
formato dos conidios dos isolados testados, sempre em formato de bastonetes e extremidades
arredondadas, exceto para CMM 788, que apresentou leve afilamento em ambas extremidades
(Figura 2). Couto (2004) obteve resultados semelhantes, com amplitudes variando de 10,6-18,2
pm para comprimento e 3,8-6,8 um para largura. Lopez (2010) encontrou valores de 12,42-17,67
e 7,79-5,99 um para comprimento e largura, respectivamente. Apenas com estes dois caracteres
foi possivel diferenciar os isolados de C. glooesporioides de C. acutatum com certa facilidade, o
que ndo foi possivel utilizando-se valores de crescimento micelial.

O formato de apressorios foi avaliado apenas para os isolados de C. gloeosporioides, que
apresentaram formatos semelhantes (lobado) e portanto ndo permitiram a separacdo de grupos
distintos. Couto (2004) também ndo conseguiu separar isolados de C. musae por formato de
apressorio, pois foi muito variavel. Lopez (2010) conseguiu verificar diferengas nos formatos de
apressorios, porém as maiores diferengas estavam relacionadas com hospedeiros que ndo o

cajueiro ou proveniente de pseudo-fruto. Em um (nico caso foi possivel observar diferenciacédo
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de um isolado de folhas de cajueiro. Os apressdrios formados sempre apresentaram coloragéo
castanho escura a preta, indicando forte melanizagéo.

Tozze (2006) conseguiu separar isolados de C.gloeosporioides de C. acutatum utilizando
formato e tamanho de conidio, bem como formato de apressorios, sendo mais um trabalho a

reforgar as informacGes obtidas.

Efeito da Temperatura

O isolado CCJ17 apresentou diferenca estatistica (P=0,05) para C e AC, com aumento da
temperatura houve escurecendo das hifas e maior AC em 30 °C. CCJ18 apresentou diferencas
apenas para ME (P=0,10), com menor frequéncia para 22 ° e 30 °C. Houve diferencas em TC e
TOP (P=0,10) CCJ20 e com aumento da temperatura a textura feltrosa alterou para farinacea,
bem como reducdo de micélio aéreo. O CCJ19 ndo apresentou diferencas. Houve significancia
(P=0,05) para ME, TC e AC no isolado CCJ09, com menor frequéncia observada de ME a 22°C,
mudanca de textura aveludada para feltrosa com a elevacdo da temperatura e aumento do nimero
de AC em temperaturas mais altas.

Para todos os isolados houve correlagdo positiva, acima de 90%, entre temperatura e
crescimento. A andlise de regressao foi significativa a 5 % de probabilidade, com R2 variando de
72 a 99%. Com relagdo ao crescimento total, houve diferenca significativa entre as médias de
crescimento sob todas as temperaturas testadas, segundo Tukey a 5 % de probabilidade, com
amplitude de 50,01 a 90,0 mm didmetro, respectivamente para o isolado de Mossor6 a 18 °C e
Taquaritinga a 30 °C. O isolado proveniente de Taquaritinga apresentou a maior taxa de
crescimento em todas as temperaturas testadas, demonstrado ser um representante com
plasticidade adaptativa a variagBes de temperaturas. Ja o isolado proveniente de Vigosa do Ceara
apresentou taxa maior de crescimento & temperaturas mais baixas, refletindo, possivelmente, sua

adaptacdo a condicOes frias de regides de elevadas altitudes.
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Efeito da relacdo carbono / nitrogénio

Houve variagdo significativa analisando, o crescimento médio e final usando ANOVA
em arranjo fatorial, em todos os desdobramentos. Demonstrou-se que ha variagdo na capacidade
de assimilacdo de fontes de carbono e que o maior crescimento médio foi atingido com
maltose/peptona. Em um trabalho envolvendo fontes de carbono Tozze (2006) conseguiu medir

bons crescimentos com a fonte de C sendo maltose.

Conclusdes

1 — Foi possivel diferenciar grupos pelas caracteristicas culturais em meio de cultura BDA. 2 -
Formato e tamanho de conidios podem separar espécies de C. gloeosporioides de C. acutatum 3 -
A temperatura tem efeito heterogéneo nos isolados de acordo com a origem geografica, podendo
denotar a adaptabilidade dos isolados a condig¢Ges climaticas. 4 — O uso de diferentes fontes de

carbono podem ser usadas para diferenciar espécies de Colletotrichum.
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Tabela 1. Aspecto das colbnias de Colletotricum em meio BDA

Coloracéo Formacgdo de Top. da

Isolado  predominante massa de colbnia TextLﬂra_ da N° de setores
A T coldnia
das coldnias esporos (micélio aéreo)
CCJo1 Cinza claro pouco abundante farinacea 0
CCJo2 Cinza escuro ausente abundante cotonosa 1
CCJo3 Cinza claro pouco abundante cotonosa 0
CCJo4 Cinza claro ausente abundante cotonosa 0
CCJ05 Cinza escuro muito abundante farinacea 1
CCJ06 Cinza escuro muito abundante cotonosa 0
Ccclo7 Cinza claro ausente abundante cotonosa 0
CCJos Branco ausente abundante feltrosa 0
CCJ09 Branco ausente abundante cotonosa 0
CCJ10 Branco muito €scasso lacunosa 0
CCJi1 Cinza escuro pouco abundante lacunosa 0
CCJ12 Cinza claro ausente abundante cotonosa 0
CCJ13 Cinza escuro ausente abundante cotonosa 0
CCJ14 Cinza escuro ausente abundante feltrosa 0
CCJ15 Negro ausente €scasso feltrosa 0
CCJ16 Cinza escuro muito presente cotonosa 1
CcCcJ17 Cinza escuro ausente £sCasso feltrosa 0
CCJ18 Cinza escuro pouco presente cotonosa 0
CCJ19 Negro muito presente feltrosa 5
CCJ20 Cinza escuro muito presente feltrosa 5
ccjz21 Cinza escuro muito presente feltrosa 1
CCJ22 Cinza claro pouco €scasso cotonosa 0
CMM788 Branco muito €sCasso feltrosa 0
CMM798 Branco muito £5Casso feltrosa 0
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Tabela 2. Média total do crescimento micelial de isolados de Colletotrichum analisados pelo
teste de Tukey (P=0,05), por area de coleta.

Tratamento Meédias
CCJ 13 6,22 a
Ccal11 6,37 a
CCl17 6,40 a
CCl9 6,45 a
CCJ3 6,45 a
CCl10 6,50 a
CCJ 22 6,50 a
CCJ2 6,50 a

CMM 788 6,50 a
CCl 14 6,50 a
CCJ1 6,52 a
CCJ 20 6,90 ab
CCJ 18 7,12 abc
CCJ6 7,15 abc

CMM 2013 7,16 abc
CCl12 7,22 abc
CCl4 7,70 abc
ccl7 7,77 abc
CCJ5 7,77 abc
CCl15 7,82 abc
CCJ8 8,62 ¢
cal21 8,86¢C
CCJ 16 9,00c
CCJ 19 9,00c

CV =21,92%

Tabela 3. Média de crescimento micelial de isolados de Colletotrichum analisados pelo teste de
Tukey (P=0,05), por area de coleta.

Tratamento Médias
CMM 2012 4,03 ab
Ccal11 4,12 ab
CCJ2 4,17 ab
CCJ13 4,20 ab
CCJ22 4,35 abc
CCJ14 4,40 abc
CCJ10 4,45 abc
CCl1 4,47 abc
CCl17 4,50 abc
CCJ 20 4,72 abcd
CCJ18 4,78 abcd
CCJ3 4,80 abcd
CCJ9 4,92 abcd
CCl12 4,78 abcde
CMM 788 5,20 abcde
CcCcl7 5,25 abcde
CCJ6 5,40 abcdef
CCJ5 5,47 bedefg
CCJ15 5,70 cdefg
CCl4 6,10 defg
CCJ8 6,37 efg
ccal21 6,66 fg
CCJ19 6,829
CCJ 16 6,85 g

CV =10,34 %
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Tabela 4. Média de comprimento dos conidios de isolados de Colletotrichum analisados pelo
teste de Scott-Knott (P=0,05), por &rea de coleta

Tratamento Médias
CMM 788 11,14 a
CMM 2012 11,88 b

CCJ6 12,58 ¢
CCJ13 12,62 ¢
calil 12,62 ¢
CCl2 12,82 ¢
CCJ 22 12,84 ¢
cal21 13,18d
CCl 20 13,18d
CCJ17 13,22d
ccl7 13,44d
CCl16 13,64 e
CCJ3 13,74 e
CCJ9 13,76 ¢
CCJ8 14,04 f
Ccl10 14,06 f
CCl14 1410 f
CCl4 14,14
CcCl1 14,26 f
CCl12 14,60 ¢
CCJ15 14,90¢
CCJ19 14,96 g
CCJ 18 14,98 g
CCJ5 16,02 h
CV=782%

Tabela 5. Média da largura dos conidios de isolados de Colletotrichum analisados pelo teste de
Scott-Knott (P=0,05), por area de coleta

Tratamento Médias
CMM 788 3,00a
CCJ10 3,60b
ccl21 3,70b
CMM 2012 3,76 b
CCJ 22 384c
CCl4 384c
CCJ 16 3,86¢
CCcl7 3,88¢c
CCJ5 3,90¢c
CCJ 15 392¢c
CCJ13 3,96 d
CCl14 3,96 d
CCJ20 3,98d
CCJ1 4,00d
CCJ12 4,00d
cCl11 4,02d
CCJ2 4,04d
CCJ3 4,06d
CCJ 19 4,10d
CCJ9 4,14 d
CCJ6 428¢
CCJ8 432¢
ccl17 4,48 f
CCJ 18 458 f

CV =10,27 %




Figura 1. Formato dos apressorios levemente lobulado, encontrados nos experimentosm (A) C.

acutatum; (B) C. gloeosporioides.

A. B.
Figura 2. Formato dos conidios de CCJ01 (A) e CMM788 (B), representando as diferencas

encontradas no formato e dimensédo de conidios.
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Introducéo

Originario da América Tropical, o cajueiro, Anacardium occidentale L. pertence a
familia Anacardiaceae e encontra-se disperso numa extensa faixa compreendida entre os
paralelos 27 °N, no Sudeste da Flérida, e 28 °S, na Africa do Sul (FROTA; PARENTE, 1995). A
maior diversidade de cajueiro encontra-se no Nordeste brasileiro, sendo essa a Unica espécie
cultivada e a de maior disperséo do género Anacardium em diversos ecossistemas, especialmente
nas zonas costeiras, compondo a vegetacdo de praias, dunas e restingas. Estas razdes indicam
que o seu cultivo tenha origem no Nordeste, onde toda uma tradi¢do de exploracdo pelas tribos
indigenas da regido é descrita pelos primeiros colonizadores (LIMA, 1988; BARROS;
CRISOSTOMO 1995). Ao longo das ultimas décadas, a agroinddstria do caju vivenciou um
rapido crescimento nos seus indicadores quantitativos: a area ocupada com a cultura no pais
alcangou os 650 mil hectares e a capacidade instalada da industria processadora de castanha

atingiu cerca de 280 mil toneladas/ano (OLIVEIRA, 2002). Ainda segundo o mesmo autor, a
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importancia dessa agroindustria para os Estados do Ceara, Piaui e Rio Grande do Norte, onde sdo
colhidos cerca de 95% da produgdo e onde é feito todo o processamento da castanha, é
representada pela movimentagdo de 157 milhGes de délares em exportacbes de améndoas, como
também, aproximadamente 100 mil empregos diretos e indiretos sdo gerados.

No entanto, a cajucultura convive com varios problemas fitossanitarios, onde se destaca a
antracnose, causada por Glomerella cingulata (Stonem) Spauld & Schrenk (anamorfo:
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz & Sacc). A antracnose é considerada uma doenca
economicamente importante no Nordeste do Brasil, incidindo sobre ramos novos, folhas,
inflorescéncias e frutos, ocasionando lesdes necréticas e de tamanho variado (SERRA, 2004).

Espécies de fungos sdo tradicionalmente diferenciadas com base em caracteres
morfoldgicos e culturais, porém, no caso do Colletotrichum esta identificagdo encontra
dificuldades em funcdo da grande diversidade fenotipica e instabilidade destes caracteres em
fungdo do ambiente (ANDRADE et al., 2007). Desta forma o uso de marcadores moleculares em
estudos relacionados a identificacdo de espécies de isolados de Colletotrichum associados aos
sintomas de antracnose em cajueiro torna-se uma ferramenta poderosa, por ndo ser sujeita a essas
variagdes ambientais (LOPEZ & LUCAS, 2010).

No Brasil, estudos envolvendo caracterizagdo morfoldgica e patogénica sugerem o C.
gloeosporioides como o Unico agente causal responsavel pela antracnose do cajueiro (FREIRE et
al., 2003). No entanto, em outros patosistemas que envolvem o género Colletotrichum analises
mais apuradas demonstram a existéncia de um complexo de espécies ao invés de apenas uma
(LOPEZ & LUCAS, 2010; NASCIMENTO, 2010; TOZZE JUNIOR, 2006; TALINHA, 2002,
MILLS, 1992).

Este trabalho teve como objetivo, caracterizar espécies do genero Colletotrichum
associadas as lesdes de antracnose em cajueiros provenientes de vérias regides do Brasil

utilizando-se marcadores moleculares tdxon especifico, ITS e ISSR.
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Material e métodos

A partir de 22 areas de coletas, com 10 isolados por area perfazendo um total de 220
isolados monosporicos de Colletotrichum oriundos de folhas de cajueiro foram utilizados neste
estudo. Para fins comparativos, foram incluidos dois isolados de C. acutatum provenientes de
piment&o (Anexo. Tabela. 1). Em todos o0s ensaios, os isolados foram cultivados em meio batata-
dextrose-4gar (BDA) a 25 °C, com fotoperiodo de 12 h. As culturas foram mantidas por
repicagens periodicas em meio BDA e em agua estéril.

Para extracdo do DNA genémico dos isolados, a massa micelial foi produzida em
erlenmeyers contendo 200 mL de meio liquido de batata dextrose (BD). Repicaram-se cinco
discos de micélio de cada isolado do fungo crescido em BDA e incubados por 15 dias, a 26 °C,
com fotoperiodo de 12 h. A biomassa micelial do fungo foi seca em papel de filtro dentro da
camara de fluxo laminar por 24 h, tendo o cuidado de deixar o fluxo de ar ligado, evitando assim
a contaminacdo da manta, e em seguida, procedeu-se a extracdo de DNA. Segui-se 0 método
descrito por Cavalcanti (2004), com modificacdes. O DNA dos isolados foi extraido a partir de
220 mg de micélio. O micélio, previamente seco, foi triturado em almofariz em nitrogénio
liquido. Posteriormente, adicionaram-se 700 uL de tampdo CTAB (cationic hexadecyl trimethyl
ammoniun bromide) + PVP (polyvinylpyrrolidone) a 2 % cada, previamente aquecido a 65°C,
em cada microtubo, os quais foram homogeneizados no vortex. Os microtubos foram levados ao
banho-maria a 65 °C por 5 min seguindo-se a homogeneizagdo manual e adi¢do de 700 pL de
cloroférmio: alcool isoamilico (24:1), sob capela de exaustdo. Procedeu-se a agitacdo dos tubos,
de forma cuidadosa para ndo quebrar o DNA, e centrifugacdo das amostras a 13.000 rpm por 10
min. A fase aquosa foi transferida para um novo microtubo, adicionando 450 pL de isopropanol
a -20 °C para precipitar o DNA. As amostras foram agitadas por suaves inversdes e hovamente
centrifugadas na mesma condicao anteriormente descrita. Os sobrenadantes foram descartados, e

0 precipitado, lavado com etanol 70 %, a -20 °C, invertendo os tubos cuidadosamente, e sendo
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mais uma vez levados para a centrifuga. Terminada esta fase, o etanol foi descartado, e o
precipitado de DNA foi deixado para secar a temperatura ambiente. O precipitado foi
ressuspendido com 5 uL de tampédo de extragdo (10 mL de Tris- HCI 1 M pH 8,0, 0,2 g de
EDTA 0,5 M, pH 8,0, completando o volume para 1000 mL com agua deionizada), e em cada
microtubo adicionou-se 1 uL. de RNAse (1 pug/1 puL). Os microtubos foram colocados em banho-
maria a 37 °C por 1 hora para digestdo dos acidos ribonucléicos (RNA). A quantificacdo do
DNA foi feita com uso do aparelho NANODROP 2000. Todas as amostras foram diluidas em
agua ultrapura para 10-20 ng/uL e armazenadas a —20° C.

Para a amplificacdo por PCR da regido ITS (espacador transcrito interno) do DNA
ribossémico (rDNA), utilizou-se os primers taxons especificos Cgint e Calnt com ITS 4, bem
como 0s para expressdo da pB-tubulina TBCa e TBCg mais TUB (TALINHAS, 2005),
sintetizados pela Invitrogen, Inc. (EUA). A reacdo de amplificacdo foi realizada para um volume
final de 20 pL, contendo 2 ul. de DNA gendémico, 1,0 uL de cada primer, 0,4 uL. de dNTPs, 0,6
puL MgClI2, 2,0 uL. de Tampéo 10x “buffer”, 0,2 puL de Platinum Tag DNA polimerase e 12,8 uL.
de agua ultra pura para completar o volume final. A amplificagdo foi realizada sob as seguintes
condi¢des: um ciclo a 94 °C por 1 min., 35 ciclos, sendo cada um a 94 °C por 30 seg., 52 °C por
30 seg. e 72 °C por 2 min., e um ciclo final de extensdo de 72 °C por 7 min. Os produtos de
amplificacdo foram separados em géis de agarose a 2,0 %, onde aliquotas de 5 uL de cada
amostra era adicionada a 1 pL da solugdo de carregamento, homogeneizadas e distribuidas no gel
de agarose, sendo submetidas a eletroforese em cuba de acrilico, a 90 volts durante 40 min, TBE
(1X) e 3 pL de brometo de etidio e visualizado sob luz UV e fotodocumentados. PCR com
primers taxon-especificos foi realizada de acordo com Freeman et al. (2001) e Talinhas et al.
(2006).

Um isolado proveniente de cada area de coleta mais um isolado de C. acutatum foram
utilizados para caracterizacdo da diversidade genética usando marcadores ISSR. Os 13 primers

utilizados foram 1- CAC ACA CAC ACA CAC, 2- CAC ACA CAC ACA CAC, 3- ACACAC
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ACA CAC ACA, 4- ACA CAC ACA CAC ACA, 5- AGA GAG AGA GAG AGA, 6- CAC

ACA CAC ACA CAC, 7- TGT GTG TGT GTG TGT, 8- AGA GAG AGA GAG AGA, 9- CAC
ACA CAC ACA CAC, 10- ACA CAC ACA CAC ACA, 11- TGT GTG TGT GTG TGT, 12 -
TGT GTG TGT GTG TGT, 13- GTG TGT GTG TGT GTG, seguindo uma selecdo dos
melhores marcadores para criagdo da matriz pela qualidade do gel revelado e taxa de

polimorfismo.

Resultados e discussao

Todos os isolados supostamente de C. gloeosporioides marcaram positivamente para
Cqlnt, evidenciando a prevaléncia absoluta da espécies para os diversos locais estudados. A
excecdo foi para os dez isolados da area de coleta n° 13, provenientes de Paraipaba-CE, que ndo
foram marcados com nem um dos dois conjuntos de primers taxon-especifico (Figuras 1 e 2).
Para o marcador B-tubulina nem todos os isolados marcaram para TBCg, sendo o mesmo
resultado negativo pra TBCg para todos os isolados das areas de coleta 6, 7, 8, 9, 10, 13 e 14
(Figura 3). Porém ndo houve conflito de informagdes com TBCa dos resultados obtidos com os
primers da regido ITS que pode ser observado na Figura 4. As demais bandas sdo decorrentes de
reacdo inespecifica por baixa temperatura de anelamento, devendo ser corrigida com otimizacéo
do protocolo. Com os marcadores especificos foi possivel confirmar que todos os isolados
testados, exceto os provenientes da area de coleta 13, sdo C. gloeosporioides. Os isolados da area
13 ndo puderam ser confirmados como C. acutatum e merecem uma investigacdo mais apurada
com outros conjuntos de primers para outras espécies.

Com os testes para ISSR foi possivel detectar a variabilidade genética por area de coleta,
onde dos 13 primers testados, foram selecionados sete mais eficientes para detectar
polimorfismo nas amostras, gerando 88 marcadores (Figura 6). O primers que apresentaram

maior ndmero de bandas polimérficas foram o 14 e 5 com 22 e 20 respectivamente, onde a



62.

média de marcadores para os sete primers foi 17. Os resultados das bandas polimdrficas foram
analisado por UPGMA, sendo obtidos 7 agrupamentos pelo corte a 60% de similaridade pelo
coeficiente de Nei& Li. Os isolados CCJ13 e CCJ14 ndo agruparam, bem como o isolado CMM
788. O que ja se esperava para 0 CCJ13 e CMM788, pois o primeiro ndo da indicios genéticos de
pertencer a espécie C. gloeosporioides ou C. acutatum, pois ndo foi positivo para nem um dos
marcadores taxon especificos testados. J4 0 CMM788 é um padrdo C. acutatum e se ja tinha sido
confirmado geneticamente como tal, ndo era esperado agrupar com nem um dos isolados
testados. O agrupamentos G1 foi formado por isolados de regides litoraneas, porém, CCJ21
proveniente do Maranhdo, é muito distante geograficamente dos isolados CCJO1 e CCJ7 ambos
do estado de Pernambuco. G2 foi o maior grupo formado com isolados predominantemente de
regides quentes. G3 Apresentou uma formagdo muito heterogénea, pois reuniu isolados do
litoral, semi-arido e de clima de altitude. G4 contemplou o isolado de regido mais alta de coleta
(Vigosa- CE) e junto isolado da regido amazobnica. Pode se observar que ndo houve qualquer
correspondéncia climatica ou geografica detectavel com os marcadores ISSR utilizados. Ficou
clara também a diversidade elevada de C. gloeosporioides associado ao cajueiro no Nordeste do
Brasil, demonstrando que h&a um risco grande de grandes epidemias de antracnose caso haja
uniformidade genética nos pomares de caju, por quebra de resisténcia genética de alguns clones,
que se embasam em poucos genes de resisténcia. Por ndo haver relacdo entre as distancias
genéticas e geograficas ha um indicativo de haver fluxo génico entre as populagdes estudadas
principalmente pelo fato da cultura ser perene e estar se difundindo por todo pais, onde as mudas
para implantacdo de novas areas normalmente sdo produzidas em empresas de pesquisa como a
Embrapa ou viveiros assistidos por clones desenvolvidos pela mesma.

Pode-se ainda ressaltar que o Nordeste é centro de diversidade do cajueiro onde o
patogeno co-evolui ha milhares de anos com o hospedeiro e dessa forma a grande variabilidade
sempre vai ser detectada, impedindo ou dificultando encontrar relagbes de distingdo ou

agregacdo de isolados em nivel intra-especifico. Os primers especificos para C. gloeosporioides
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e C. acutatum tém sido bastante usados em vérios estudos para identificacdo de populagdes de
Colletotrichum que causam antracnose em varios hospedeiros. Por exemplo, Forster &
Adaskaveg (1999) usando 0s mesmos primers, confirmaram que C. acutatum é a espécie causal
de antracnose em amendoeira na Califérnia. Brown et al. (1996) relataram que C
.gloeosporioides e C. acutatum sdo responsaveis por antracnose em citros na Florida. Estudos
realizados por Afanador-Kafuri et al. (2003) demonstraram que os primers Calnt2 e Cgint foram
eficientes para diferenciar isolados de Colletotrichum obtidos de tamarineira e mangueira em
nivel de espécie. Baseado na analise da regido ITS- rDNA, com os primers especificos, 0s
autores identificaram que todos os isolados de tamarineira, como C. acutatum e os obtidos de
mangueira, como C. gloeosporioides. Lopez (2010) em estudos com marcadores moleculares e
sequenciamento de genes, com 35 isolados de Colletrotrichum obtidos de diversas partes de
cajueiro, também so encontrou relacionamento positivo com a espécie C. gloeosporioides e um
caso para Glomerela cingunlata, reafirmando os resultados obtidos neste trabalho.

Estudos com antracnose em mangueira demonstraram que o desenvolvimento de
estratégias de controle eficientes e rentaveis tem sido facilitado devido a uma determinacédo
precisa da etiologia de doencgas causadas por Colletotrichum e um melhor conhecimento da
interacdo patdgeno-hospedeiro, que determina o sucesso na patogénese (FITZELL & PEAK,
1984; SWART, 1999; AFANADOR-KAFURI ET AL., 2003). Nesse sentido, os resultados
obtidos no presente trabalho forneceram subsidios para o conhecimento da etiologia da

antracnose em cajueiro no Brasil.

Conclusdes

1- Os marcadores utilizados foram eficientes. 2 - Os isolados obtidos de Paraipaba-CE ndo séo

detectados pelos marcados utilizados. 3 — O marcador ITS foi o melhor marcador. 4 — Detectou-

se variabilidade genética utilizando os marcadores ISSR.
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Figura 1. Marcador ITSCg para os isolados representantes de cada area de coleta mais os
isolados de C. acutatum (CMM 788 e 798).
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Figura 2. Marcador ITSCa para os isolados representantes de cada area de coleta mais 0s
isolados de C. acutatum (CMM 788 e 798).
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Figura 3. Marcador TUBCg para os isolados representantes de cada &rea de coleta mais 0s
isolados de C. acutatum (CMM 788 e 798).

Figura 4. Marcador TUBCg para os isolados representantes de cada area de coleta mais os
isolados de C. acutatum (CMM 788 e 798). A seta mostra a banda para o isolado CMM788
(padrdo de C. acutatum) e a linha horizontal mostra que ndao houve bandas na mesma altura.
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Figura 5. Exemplo de bandas para todos os isolados de uma s6 area de coleta. (A) Cglnt para
isolados area 20; (B) TBCg para isolados da area 19.
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Figura 6. Marcadores ISSR mais eficientes: 1 (A), 5 (B), 6 (C), 7 (D), 8 (E), 13 (F), 14 (G).
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Figura 7. Dendrograma dos isolados de Colletotrichum testados por ISSR.
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Conclusdes Gerais

Ha variabilidade, morfoldgica, patogénica, fisiolégica e molecular para os isolados
obtidos em pomares de cajueiros provenientes de varios estados brasileiros.

Néo foi detectada variabilidade patogénica e molecular em isolados provenientes de
mesmos pomares.

N&o h& dependéncia espacial da variabilidade patogénica e molecular.

Né&o ha correlagdo de caracteristicas climaticas com os resultados de variabilidade
patogénica e molecular.

Hé especializagéo fisiologia dos isolados quanto aos clones de cajueiro utilizados.

O clone BRS-226 foi 0 mais tolerante aos isolados testados.

O clone CCP-09 foi o mais susceptivel aos isolados testados.

Os marcadores moleculares utilizado ndo foram eficientes para os isolados provenientes
do municipio de Paraipaba — CE.

E possivel diferenciar espécies de C. gloeosporioides de C. acutatum usando marcadores
moleculares ITS e morfologia de conidios.

O meio de cultura farelo de castanha de caju — &gar foi o mais eficiente para

multiplicagéo de in6culo.
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- Devem conter somente a obra consultada, no caso de citagdo de citaco.

- Todas as referéncias devem registrar uma data de publicacdo, mesmo que aproximada.

- Devem ser trinta, no maximo.

Exemplos:

- Artigos de Anais de Eventos (aceitos apenas trabalhos completos)

AHRENS, S. A fauna silvestre e 0 manejo sustentavel de ecossistemas florestais. In: SIMPOSIO LATINO-AMERICANO SOBRE MANEJO FLORESTAL, 3., 2004,
Santa Maria. Anais.Santa Maria: UFSM, Programa de Pés-Graduagdo em Engenharia Florestal, 2004. p.153-162.

- Artigos de periddicos

SANTOS, M.A. dos; NICOLAS, M.F.; HUNGRIA, M. Identificagdo de QTL associados a simbiose entre Bradyrhizobium japonicum, B. elkanii e soja. Pesquisa
Agropecudria Brasileira, v.41, p.67-75, 2006.

- Capitulos de livros

AZEVEDO, D.M.P. de; NOBREGA, L.B. da; LIMA, E.F.; BATISTA, F.A.S.; BELTRAO, N.E. de M. Manejo cultural. In: AZEVEDO, D.M.P.; LIMA, E.F. (Ed.). O
agronegécio da mamona no Brasil. Campina Grande: Embrapa Algodéo; Brasilia: Embrapa Informacéo Tecnoldgica, 2001. p.121-160.

- Livros

OTSUBO, A.A.; LORENZI, J.O. Cultivo da mandioca na Regido Centro-Sul do Brasil. Dourados: Embrapa Agropecuéria Oeste; Cruz das Almas: Embrapa
Mandioca e Fruticultura, 2004. 116p. (Embrapa Agropecuéria Oeste. Sistemas de produgéo, 6).

- Teses

HAMADA, E. Desenvolvimento fenolégico do trigo (cultivar IAC 24 - Tucurui), comportamento espectral e utilizagdo de imagens NOAA-AVHRR. 2000.
152p. Tese (Doutorado) - Universidade Estadual de Campinas, Campinas.

- Fontes eletronicas

EMBRAPA AGROPECUARIA OESTE. Avaliagdo dos impactos econdmicos, sociais e ambientais da pesquisa da Embrapa Agropecuéria Oeste: relatério do
ano de 2003. Dourados: Embrapa Agropecudria Oeste, 2004. 97p. (Embrapa Agropecuéria Oeste. Documentos, 66). Disponivel em: . Acesso em: 18 abr. 2006.
Citacdes

- Néo séo aceitas citacdes de resumos, comunicagéo pessoal, documentos no prelo ou qualquer outra fonte, cujos dados ndo tenham sido publicados. - A autocitacdo
deve ser evitada. - Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 10520 da ABNT, com as adaptagdes descritas a seguir.

- Redagéo das citagdes dentro de parénteses

- Citagdo com um autor: sobrenome grafado com a primeira letra maitscula, seguido de virgula e ano de publicagéo.

- Citagdo com dois autores: sobrenomes grafados com a primeira letra maidscula, separados pelo "e" comercial (&), seguidos de virgula e ano de publicagéo.

- Citagdo com mais de dois autores: sobrenome do primeiro autor grafado com a primeira letra maitiscula, seguido da expresséo et al., em fonte normal, virgula e ano
de publicagao.

- Citacdo de mais de uma obra: deve obedecer a ordem cronoldgica e em seguida & ordem alfabética dos autores.

- Citacdo de mais de uma obra dos mesmos autores: os nomes destes ndo devem ser repetidos; colocar os anos de publicacdo separados por virgula.

- Citagdo de citagdo: sobrenome do autor e ano de publicagdo do documento original, seguido da expressdo “citado por” e da citagdo da obra consultada.

- Deve ser evitada a citagdo de citacdo, pois hé risco de erro de interpretacdo; no caso de uso de citagéo de citagdo, somente a obra consultada deve constar da lista de
referéncias.

- Redagdo das citagdes fora de parénteses

- CitacBes com os nomes dos autores incluidos na sentenga: seguem as orientaces anteriores, com os anos de publicagéo entre parénteses; sdo separadas por virgula.

Tabelas

- As tabelas devem ser numeradas seqiencialmente, com algarismo arabico, e apresentadas em folhas separadas, no final do texto, apés as referéncias.
- Devem ser auto-explicativas.

- Seus elementos essenciais sdo: titulo, cabegalho, corpo (colunas e linhas) e coluna indicadora dos tratamentos ou das variaveis.

- Os elementos complementares s&o: notas-de-rodapé e fontes bibliograficas.
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- O titulo, com ponto no final, deve ser precedido da palavra Tabela, em negrito; deve ser claro, conciso e completo; deve incluir o nome (vulgar ou cientifico) da
espécie e das varidveis dependentes.

- No cabecalho, os nomes das variaveis que representam o contetido de cada coluna devem ser grafados por extenso; se isso néo for possivel, explicar o significado
das abreviaturas no titulo ou nas notas-de-rodapé.

- Todas as unidades de medida devem ser apresentadas segundo o Sistema Internacional de Unidades.

- Nas colunas de dados, os valores numéricos devem ser alinhados pelo Gltimo algarismo.

- Nenhuma célula (cruzamento de linha com coluna) deve ficar vazia no corpo da tabela; dados ndo apresentados devem ser representados por hifen, com uma nota-
de-rodapé explicativa.

- Na comparagéo de médias de tratamentos séo utilizadas, no corpo da tabela, na coluna ou na linha, a direita do dado, letras mintsculas ou maitsculas, com a
indicagdo em nota-de-rodapé do teste utilizado e a probabilidade.

- Devem ser usados fios horizontais para separar o cabecalho do titulo, e do corpo; usé-los ainda na base da tabela, para separar o conteido dos elementos
complementares. Fios horizontais adicionais podem ser usados dentro do cabecalho e do corpo; ndo usar fios verticais.

- As tabelas devem ser editadas em arquivo Word, usando os recursos do menu Tabela; néo fazer espagamento utilizando a barra de espago do teclado, mas o recurso
recuo do menu Formatar Paragrafo.

- Notas de rodapé das tabelas

- Notas de fonte: indicam a origem dos dados que constam da tabela; as fontes devem constar nas referéncias.

- Notas de chamada: séo informagdes de carater especifico sobre partes da tabela, para conceituar dados. Séo indicadas em algarismo arabico, na forma de expoente,
entre parénteses, a direita da palavra ou do niimero, no titulo, no cabecalho, no corpo ou na coluna indicadora. S&o apresentadas de forma continua, sem mudanga de
linha, separadas por ponto.

- Para indicagéo de significancia estatistica, so utilizadas, no corpo da tabela, na forma de expoente, a direita do dado, as chamadas ns (ndo-significativo); * e **
(significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente).

Figuras

- Sdo consideradas figuras: graficos, desenhos, mapas e fotografias usados para ilustrar o texto.

- S6 devem acompanhar o texto quando forem absolutamente necessarias & documentagéo dos fatos descritos.

- O titulo da figura, sem negrito, deve ser precedido da palavra Figura, do nimero em algarismo arabico, e do ponto, em negrito.

- Devem ser auto-explicativas.

- A legenda (chave das convencdes adotadas) deve ser incluida no corpo da figura, no titulo, ou entre a figura e o titulo.

- Nos graficos, as designacdes das variaveis dos eixos X e Y devem ter iniciais maitsculas, e devem ser seguidas das unidades entre parénteses.

- Figuras ndo-originais devem conter, ap6s o titulo, a fonte de onde foram extraidas; as fontes devem ser referenciadas.

- O crédito para o autor de fotografias é obrigatério, como também é obrigatério o crédito para o autor de desenhos e graficos que tenham exigido acao criativa em sua
elaboragéo. - As unidades, a fonte (Times New Roman) e o corpo das letras em todas as figuras devem ser padronizados.

- Os pontos das curvas devem ser representados por marcadores contrastantes, como: circulo, quadrado, triangulo ou losango (cheios ou vazios).

- Os nlimeros que representam as grandezas e respectivas marcas devem ficar fora do quadrante.

- As curvas devem ser identificadas na propria figura, evitando o excesso de informagdes que comprometa o entendimento do gréfico.

- Devem ser elaboradas de forma a apresentar qualidade necessaria a boa reproducéo gréafica e medir 8,5 ou 17,5 cm de largura.

- Devem ser gravadas nos programas Word, Excel ou Corel Draw, para possibilitar a edigédo em possiveis corregoes.

- Usar fios com, no minimo, 3/4 ponto de espessura.

- No caso de grafico de barras e colunas, usar escala de cinza (exemplo: 0, 25, 50, 75 e 100%, para cinco variaveis).

- N&o usar negrito nas figuras.

- As figuras na forma de fotografias devem ter resolugéo de, no minimo, 300 dpi e ser gravadas em arquivos extensdo TIF, separados do arquivo do texto.
- Evitar usar cores nas figuras; as fotografias, porém, podem ser coloridas.

Outras informacdes

- N&o ha cobranga de taxa de publicacéo.

- Os manuscritos aprovados para publicacdo so revisados por no minimo dois especialistas.

- O editor e a assessoria cientifica reservam-se o direito de solicitar modificacdes nos artigos e de decidir sobre a sua publicacao.

- Séo de exclusiva responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos nos trabalhos.

- Os trabalhos aceitos nédo podem ser reproduzidos, mesmo parcialmente, sem o consentimento expresso do editor da PAB.

Contatos com a secretaria da revista podem ser feitos por telefone: (61)3448-4231 e 3273-9616, fax: (61)3340-5483, via e-mail: pab@sct.embrapa.br ou pelos
correios:

Embrapa Informacéo Tecnolégica Pesquisa Agropecuéria Brasileira— PAB

Caixa Postal 040315 CEP 70770 901 Brasilia, DF

Itens de Verificacdo para Submissao

Como parte do processo de submisséo, 0s autores s&o obrigados a verificar a conformidade da submiss&o em relac&o a todos os itens listados a seguir. As submissdes
que n&o estiverem de acordo com as normas seréo devolvidas aos autores.

A contribuicdo ¢ inédita e n&o esté sendo avaliada para publicacdo por outro periédico cientifico nem teve seus dados (tabelas ou figuras) publicados integral ou
parcialmente em nenhum outro veiculo de divulgagéo técnico-cientifica (boletins institucionais, anais de eventos, comunicados técnicos, notas cientificas etc).

O arquivo de submiss&o do trabalho esta digitado no formato Microsoft Word 1997 a 2003, espaco duplo, fonte Times New Roman, corpo 12, folha formato A4, com
péginas e linhas numeradas, e nao ultrapassa 20MB.

O trabalho tem no maximo 20 péginas e esta apresentado na seguinte sequiéncia: titulo, nome completo dos autores, enderecos institucionais e eletronicos, Resumo,
Termos para indexacao, Titulo em inglés, Abstract, Index terms, Introducdo, Material e Métodos, Resultados e Discussdo, Conclusdes, Agradecimentos, Referéncias,
Tabelas e Figuras.

O texto segue os padrdes de estilo e requisitos bibliogréaficos descritos em diretrizes aos autores, na segéo Sobre a Revista.

As mensagens de concordancia dos co-autores com o contetido do trabalho e com a submisséo a revista estdo compiladas em um arquivo do Microsoft Word 1997 a
2003 pelo autor-correspondente e serdo carregadas no sistema no quarto passo da submissdo, como documento suplementar.

Embrapa Informagéo Tecnolégica
Parque Estacéo Biolégica - PEB - Av. W3 Norte (final) Caixa Postal 040315 - Brasilia, DF - Brasil - 70770-901
Fone: +55 (61) 3448-4231 / 3448-4162 - Fax: (61) 3272-4168
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Anexo 1. Lista dos isolados

Isolad Regido UF Coleta Cajueiro Regido Elev Kg;é:f;h*
CCl1 Goiana PE | 09/04/2008 Comum Litoral 90 Am
CCJ2 Goiana PE | 09/04/2008 Comum Litoral 90 Am
CCJ3 Goiana PE | 09/04/2008 Comum Litoral 90 Am
CCl4 Goiana PE | 09/04/2008 Comum Litoral 90 Am
CCJ5 Goiana PE | 09/04/2008 Comum Litoral 90 Am
CCJ6 Goiana PE | 09/04/2008 Comum Litoral 90 Am
ccJ7 Goiana PE | 09/04/2008 Comum Litoral 90 Am
CCJ8 Goiana PE | 09/04/2008 Comum Litoral 90 Am
CCJ9 Goiana PE | 09/04/2008 Comum Litoral 90 Am
CCJ10 Goiana PE | 09/04/2008 Comum Litoral 90 Am
ccill Camaragibe PE | 21/04/2008 Comum Mata 122 Am
CCJl12 Camaragibe PE | 21/04/2008 Comum Mata 122 Am
CCJ13 Camaragibe PE | 21/04/2008 Comum Mata 122 Am
CCJl14 Camaragibe PE | 21/04/2008 Comum Mata 122 Am
CCJ15 Camaragibe PE | 21/04/2008 Comum Mata 122 Am
CCJ16 Camaragibe PE | 21/04/2008 Comum Mata 122 Am
CCJ17 Camaragibe PE | 21/04/2008 Comum Mata 122 Am
CCJ18 Camaragibe PE | 21/04/2008 Comum Mata 122 Am
CCJ19 Camaragibe PE | 21/04/2008 Comum Mata 122 Am
CCJ20 Camaragibe PE | 21/04/2008 Comum Mata 122 Am
CCJ21 Petrolina PE | 16/06/2008 ando Semi-arido 386 BSh
CcCcJ22 Petrolina PE | 16/06/2008 ando Semi-arido | 386 BSh
CcCJ23 Petrolina PE | 16/06/2008 ando Semi-arido | 386 BSh
CCl24 Petrolina PE | 16/06/2008 ando Semi-arido 386 BSh
CCJ25 Petrolina PE | 16/06/2008 ando Semi-arido | 386 BSh
CCJ26 Petrolina PE | 16/06/2008 ando Semi-arido | 386 BSh
ccJ27 Petrolina PE | 16/06/2008 ando Semi-arido | 386 BSh
CCJ28 Petrolina PE | 16/06/2008 ando Semi-arido 386 BSh
CCJ29 Petrolina PE | 16/06/2008 ando Semi-arido | 386 BSh
CCJ30 Petrolina PE | 16/06/2008 ando Semi-arido 386 BSh
CCJ31 Camocim PE | 08/05/2008 Comum Brejo altitude | 675 As
CCJ32 Camocim PE | 08/05/2008 Comum Brejo altitude | 675 As
CCJ33 Camocim PE | 08/05/2008 Comum Brejo altitude | 675 As
CCJ34 Camocim PE | 08/05/2008 Comum Brejo altitude | 675 As
CCJ35 Camocim PE | 08/05/2008 Comum Brejo altitude | 675 As
CCJ36 Camocim PE | 08/05/2008 Comum Brejo altitude | 675 As
CCJ37 Camocim PE | 08/05/2008 Comum Brejo altitude | 675 As
CCJ38 Camocim PE | 08/05/2008 Comum Brejo altitude | 675 As
CCJ39 Camocim PE | 08/05/2008 Comum Brejo altitude | 675 As
CCJ40 Camocim PE | 08/05/2008 Comum Brejo altitude | 675 As
Cccil Barreiros PE | 24/07/2008 Comum Litoral 20 Am
CCJl42 Barreiros PE | 25/07/2008 Comum Litoral 20 Am
CCJ43 Barreiros PE | 26/07/2008 Comum Litoral 20 Am
CCJl44 Barreiros PE | 27/07/2008 Comum Litoral 20 Am
CCJ45 Barreiros PE | 28/07/2008 Comum Litoral 20 Am
CCJl46 Barreiros PE | 29/07/2008 Comum Litoral 20 Am
[e{on" ¥4 Barreiros PE | 30/07/2008 Comum Litoral 20 Am
CCJl48 Barreiros PE | 31/07/2008 Comum Litoral 20 Am
CCJ49 Barreiros PE | 01/08/2008 Comum Litoral 20 Am




CCJ50 Barreiros PE | 02/08/2008 Comum Litoral 20 Am
CCJ51 Ipojuca PE | 24/07/2008 Comum Litoral 49 Am
CCJ52 Ipojuca PE | 24/07/2008 Comum Litoral 49 Am
CCJ53 Ipojuca PE | 24/07/2008 Comum Litoral 49 Am
CCJ54 Ipojuca PE | 24/07/2008 Comum Litoral 49 Am
CCJ55 Ipojuca PE | 24/07/2008 Comum Litoral 49 Am
CCJ56 Ipojuca PE | 24/07/2008 Comum Litoral 49 Am
CCJ57 Ipojuca PE | 24/07/2008 Comum Litoral 49 Am
CCJ58 Ipojuca PE | 24/07/2008 Comum Litoral 49 Am
CCJ59 Ipojuca PE | 24/07/2008 Comum Litoral 49 Am
CCJ60 Ipojuca PE | 24/07/2008 Comum Litoral 49 Am
CCJl6l Paulista PE | 30/07/2008 Comum Litoral 72 Am
CCJ62 Paulista PE | 30/07/2008 Comum Litoral 72 Am
CCJ63 Paulista PE | 30/07/2008 Comum Litoral 72 Am
CCJle4 Paulista PE | 30/07/2008 Comum Litoral 72 Am
CCJ65 Paulista PE | 30/07/2008 Comum Litoral 72 Am
CCJ66 Paulista PE | 30/07/2008 Comum Litoral 72 Am
CCJ67 Paulista PE | 30/07/2008 Comum Litoral 72 Am
CCJ68 Paulista PE | 30/07/2008 Comum Litoral 72 Am
CCJ69 Paulista PE | 30/07/2008 Comum Litoral 72 Am
CCJ70 Paulista PE | 30/07/2008 Comum Litoral 72 Am
CcaJ71 Campina Grande | PB | 17/11/2009 Comum Agreste 539 As
CCJ72 Campina Grande PB | 17/11/2009 Comum Agreste 539 As
CCJ73 Campina Grande PB | 17/11/2009 Comum Agreste 539 As
CCJ74 Campina Grande PB | 17/11/2009 Comum Agreste 539 As
CCJ75 Campina Grande PB | 17/11/2009 Comum Agreste 539 As
CCJ76 Campina Grande PB | 17/11/2009 Comum Agreste 539 As
ccJr7 Campina Grande PB | 17/11/2009 Comum Agreste 539 As
CCJ78 Campina Grande PB | 17/11/2009 Comum Agreste 539 As
CCJ79 Campina Grande PB | 17/11/2009 Comum Agreste 539 As
CCJ80 Campina Grande PB | 17/11/2009 Comum Agreste 539 As
CCJs1 Mossoré RN | 20/10/2009 Comum Semi-arido 43 As
CCJ82 Mossoré RN | 21/10/2009 Comum Semi-arido 43 As
CCJ83 Mossoré RN | 22/10/2009 Comum Semi-arido 43 As
CCJg4 Mossoré RN | 23/10/2009 Comum Semi-arido 43 As
CCJ85 Mossor6 RN | 24/10/2009 Comum Semi-arido 43 As
CCJ86 Mossoré RN | 25/10/2009 Comum Semi-arido 43 As
CCJ87 Mossoré RN | 26/10/2009 Comum Semi-arido 43 As
CCJ8s Mossoré RN | 27/10/2009 Comum Semi-arido 43 As
CCJ89 Mossor6 RN | 28/10/2009 Comum Semi-arido 43 As
CCJ90 Mossoré RN | 29/10/2009 Comum Semi-arido 43 As
CCJa1 Serra do Mel RN | 30/10/2009 Comum Semi-arido 131 As
CCJ92 Serra do Mel RN | 31/10/2009 Comum Semi-arido 131 As
CCJ93 Serra do Mel RN | 01/11/2009 Comum Semi-arido 131 As
CCJo4 Serra do Mel RN | 02/11/2009 Comum Semi-arido 131 As
CCJ95 Serra do Mel RN | 03/11/2009 Comum Semi-arido 131 As
CCJ96 Serra do Mel RN | 04/11/2009 Comum Semi-arido 131 As
CCJ97 Serra do Mel RN | 05/11/2009 Comum Semi-arido 131 As
CCJo8 Serra do Mel RN | 06/11/2009 Comum Semi-arido 131 As
CCJ99 Serra do Mel RN | 07/11/2009 Comum Semi-arido 131 As
CCJ100 Serra do Mel RN | 08/11/2009 Comum Semi-arido 131 As
CCJ101 Fortaleza CE | 25/11/2008 Comum Litoral 38 As
CCJ102 Fortaleza CE | 25/11/2008 Comum Litoral 38 As
CCJ103 Fortaleza CE | 25/11/2008 Comum Litoral 38 As




CCJ104 Fortaleza CE | 25/11/2008 Comum Litoral 38 As
CCJ105 Fortaleza CE | 25/11/2008 Comum Litoral 38 As
CCJ106 Fortaleza CE | 25/11/2008 Comum Litoral 38 As
CcCJ107 Fortaleza CE | 25/11/2008 Comum Litoral 38 As
CCJ108 Fortaleza CE | 25/11/2008 Comum Litoral 38 As
CCJ109 Fortaleza CE | 25/11/2008 Comum Litoral 38 As
CCJ110 Fortaleza CE | 25/11/2008 Comum Litoral 38 As
cciin Pacajus CE | 23/11/2008 Serrado Litoral 39 As
CCl112 Pacajus CE | 23/11/2008 Serrado Litoral 39 As
CCJ113 Pacajus CE | 23/11/2008 Serrado Litoral 39 As
CCJl114 Pacajus CE | 23/11/2008 Serrado Litoral 39 As
CCJ115 Pacajus CE | 23/11/2008 Serrado Litoral 39 As
CCJ116 Pacajus CE | 23/11/2008 Serrado Litoral 39 As
CCJ117 Pacajus CE | 23/11/2008 Serrado Litoral 39 As
CCJ118 Pacajus CE | 23/11/2008 Serrado Litoral 39 As
CCJ119 Pacajus CE | 23/11/2008 Serrado Litoral 39 As
CCJ120 Pacajus CE | 23/11/2008 Serrado Litoral 39 As
CcCi121 Paraipaba CE | 24/11/2008 CCP76 Litoral 28 As
CCJ122 Paraipaba CE | 24/11/2008 CCP76 Litoral 28 As
CCJ123 Paraipaba CE | 24/11/2008 CCP76 Litoral 28 As
CCl124 Paraipaba CE | 24/11/2008 CCP76 Litoral 28 As
CCJ125 Paraipaba CE | 24/11/2008 CCP76 Litoral 28 As
CCJ126 Paraipaba CE | 24/11/2008 CCP76 Litoral 28 As
CCJ127 Paraipaba CE | 24/11/2008 CCP76 Litoral 28 As
CCJ128 Paraipaba CE | 24/11/2008 CCP76 Litoral 28 As
CCJ129 Paraipaba CE | 24/11/2008 CCP76 Litoral 28 As
CCJ130 Paraipaba CE | 24/11/2008 CCP76 Litoral 28 As
CCJ131 Trairi CE | 02/02/2009 Comum Litoral 50 As
CCJ132 Trairi CE | 02/02/2009 Comum Litoral 50 As
CCJ133 Trairi CE | 02/02/2009 Comum Litoral 50 As
CCJ134 Trairi CE | 02/02/2009 Comum Litoral 50 As
CCJ135 Trairi CE | 02/02/2009 Comum Litoral 50 As
CCJ136 Trairi CE | 02/02/2009 Comum Litoral 50 As
CCJ137 Trairi CE | 02/02/2009 Comum Litoral 50 As
CCJ138 Trairi CE | 02/02/2009 Comum Litoral 50 As
CCJ139 Trairi CE | 02/02/2009 Comum Litoral 50 As
CCJ140 Trairi CE | 02/02/2009 Comum Litoral 50 As
CCJi141 Limoeiro do Norte | CE | 24/09/2009 CCP76 Chap. Apodi | 136 As
CCJ142 Limoeiro do Norte | CE | 24/09/2009 CCP76 Chap. Apodi | 136 As
CCJ143 Limoeiro do Norte | CE | 24/09/2009 CCP76 Chap. Apodi | 136 As
CCJ144 Limoeiro do Norte | CE | 24/09/2009 CCP76 Chap. Apodi | 136 As
CCJ145 Limoeiro do Norte | CE | 24/09/2009 CCP76 Chap. Apodi | 136 As
CCJ146 Limoeiro do Norte | CE | 24/09/2009 CCP76 Chap. Apodi | 136 As
CCJ147 Limoeiro do Norte | CE | 24/09/2009 CCP76 Chap. Apodi | 136 As
CCJ148 Limoeiro do Norte | CE | 24/09/2009 CCP76 Chap. Apodi | 136 As
CCJ149 Limoeiro do Norte | CE | 24/09/2009 CCP76 Chap. Apodi | 136 As
CCJ150 Limoeiro do Norte | CE | 24/09/2009 CCP76 Chap. Apodi | 136 As
CCJ151 Ipa CE | 01/02/2010 Comum Sopé Serra 237 Aw
CCJ152 Ipa CE | 01/02/2010 Comum sopé Serra 237 Aw
CCJ153 Ipa CE | 01/02/2010 Comum sopé Serra 237 Aw
CCJ154 Ipa CE | 01/02/2010 Comum sopé Serra 237 Aw
CCJ155 Ipa CE | 01/02/2010 Comum Sopé Serra 237 Aw
CCJ156 Ipa CE | 01/02/2010 Comum Sopé Serra 237 Aw
CCJ157 Ipa CE | 01/02/2010 Comum sopé Serra 237 Aw




CCJ158 Ipd CE | 01/02/2010 Comum sopé Serra 237 Aw
CCJ159 Ipa CE | 01/02/2010 Comum sopé Serra 237 Aw
CCJ160 Ipa CE | 01/02/2010 Comum sopé Serra 237 Aw
CCl161 Vigosa CE | 02/02/2010 Comum Serra 784 Aw
CCJ162 Vigosa CE | 02/02/2010 Comum Serra 784 Aw
CCJ163 Vigosa CE | 02/02/2010 Comum Serra 784 Aw
CCJ164 Vigosa CE | 02/02/2010 Comum Serra 784 Aw
CCJ165 Vigosa CE | 02/02/2010 Comum Serra 784 Aw
CCJ166 Vigosa CE | 02/02/2010 Comum Serra 784 Aw
CCJ167 Vigosa CE | 02/02/2010 Comum Serra 784 Aw
CCJ168 Vigosa CE | 02/02/2010 Comum Serra 784 Aw
CCJ169 Vigosa CE | 02/02/2010 Comum Serra 784 Aw
CCJ170 Vigosa CE | 02/02/2010 Comum Serra 784 Aw
CCJ171 Pio IX Pl 20/02/2010 CCP76 Semi-arido 787 Aw
CCJ172 Pio IX Pl 20/02/2010 CCP76 Semi-arido 787 Aw
CCJ173 Pio IX PI' | 20/02/2010 CCP76 Semi-arido 787 Aw
CCJl174 Pio IX Pl 20/02/2010 CCP76 Semi-arido 787 Aw
CCJ175 Pio IX Pl 20/02/2010 CCP76 Semi-arido 787 Aw
CCJ176 Pio IX Pl 20/02/2010 CCP76 Semi-arido 787 Aw
CcCi177 Pio IX PI' | 20/02/2010 CCP76 Semi-arido 787 Aw
CCJ178 Pio IX PI | 20/02/2010 CCP76 Semi-arido 787 Aw
CCJ179 Pio IX Pl 20/02/2010 CCP76 Semi-arido 787 Aw
CCJ180 Pio IX Pl 20/02/2010 CCP76 Semi-arido 787 Aw
CCJ181 Rio PretodaEva | AM | 06/12/2009 Comum Amazodnia 69 Am
CCJ182 Rio Pretoda Eva | AM | 06/12/2009 Comum Amazonia 69 Am
CCJ183 Rio PretodaEva | AM | 06/12/2009 Comum Amazdnia 69 Am
CCJ184 Rio PretodaEva | AM | 06/12/2009 Comum Amazdnia 69 Am
CCJ185 Rio PretodaEva | AM | 06/12/2009 Comum Amazodnia 69 Am
CCJ186 Rio PretodaEva | AM | 06/12/2009 Comum Amazdnia 69 Am
CCJ187 Rio PretodaEva | AM | 06/12/2009 Comum Amazonia 69 Am
CCJ188 Rio PretodaEva | AM | 06/12/2009 Comum Amazdnia 69 Am
CCJ189 Rio PretodaEva | AM | 06/12/2009 Comum Amazodnia 69 Am
CCJ190 Rio PretodaEva | AM | 06/12/2009 Comum Amazdnia 69 Am
CCJ191 Taquaritinga SP | 07/12/2009 CCP76 Temperado 545 Aw
CCJ192 Taquaritinga SP | 08/12/2009 CCP76 Temperado 545 Aw
CCJ193 Taquaritinga SP | 09/12/2009 CCP76 Temperado 545 Aw
CCJ194 Taquaritinga SP | 10/12/2009 CCP76 Temperado 545 Aw
CCJ195 Taquaritinga SP | 11/12/2009 CCP76 Temperado 545 Aw
CCJ196 Taquaritinga SP | 12/12/2009 CCP76 Temperado 545 Aw
CCJ197 Taquaritinga SP | 13/12/2009 CCP76 Temperado 545 Aw
CCJ198 Taquaritinga SP | 14/12/2009 CCP76 Temperado 545 Aw
CCJ199 Taquaritinga SP | 15/12/2009 CCP76 Temperado 545 Aw
CCJ200 Taquaritinga SP | 16/12/2009 CCP76 Temperado 545 Aw
CCJ201 Séo Luiz MA Comum Litoral 10 Aw
CCJ202 Séo Luiz MA Comum Litoral 10 Aw
CCJ203 S4o Luiz MA Comum Litoral 10 Aw
CCJ204 S8o Luiz MA Comum Litoral 10 Aw
CCJ205 Séo Luiz MA Comum Litoral 10 Aw
CCJ206 Séo Luiz MA Comum Litoral 10 Aw
CCJ207 S4o Luiz MA Comum Litoral 10 Aw
CCJ208 S8o Luiz MA Comum Litoral 10 Aw
CCJ209 Séo Luiz MA Comum Litoral 10 Aw
CCJ210 S&o Luiz MA Comum Litoral 10 Aw
CCJ211 Recife PE | 30/07/2008 Comum Litoral 13 Am




CCJ212 Recife PE | 30/07/2008 Comum Litoral 13 Am
CCJ213 Recife PE | 30/07/2008 Comum Litoral 13 Am
CCJ214 Recife PE | 30/07/2008 Comum Litoral 13 Am
CCJ215 Recife PE | 30/07/2008 Comum Litoral 13 Am
CCJ216 Recife PE | 30/07/2008 Comum Litoral 13 Am
CCJ217 Recife PE | 30/07/2008 Comum Litoral 13 Am
CCJ218 Recife PE | 30/07/2008 Comum Litoral 13 Am
CCJ219 Recife PE | 30/07/2008 Comum Litoral 13 Am
CCJ220 Recife PE | 30/07/2008 Comum Litoral 13 -
CMM788 Ca788T CE - Pimentéo - -
CMM789 Ca2 789 A CE - Pimentao - -
CMM2010 Cg 2010 PR | 19/06/2004 | Espinheira Santa (folha) - -
CMM2012 Cg 22011 PR | 19/06/2004 | Espinheira Santa (folha) - -

* Classificagdo segundo Képpen — Am (Tropical com chuvas abundantes), Aw (Tropical com chuvas de

verao) As (Tropical de estepes), BSh (arido com chuvas de inverno, seco e quente)
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Anexo 2. Distribuicdo Geogréfica dos Pontos de Coleta
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