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Determinação de grupos de compatibilidade vegetativa e formação 
de tubos de anastomose conidial de Colletotrichum spp. da macieira  

 

RESUMO 
 

A Podridão Amarga (PA) e a Mancha Foliar de Glomerella (MFG) estão 
entre as doenças de maior importância na cultura da macieira, pelo  rápido 
progresso dos sintomas e elevada susceptibilidade da cultivar “Gala”, 
uma das mais consumidas no mundo. O presente trabalho objetivou 
determinar os grupos de compatibilidade vegetativa (GCVs) de isolados 
brasileiros e uruguaios de Colletotrichum spp. de PA e MFG e monitorar 
a formação de tubos de anastomose conidial (TACs) in vitro e in vivo. Os 
GCVs foram determinados pelo pareamento em Meio Mínimo (MM) de 
mutantes defectivos na via de assimilação de nitrogênio. Os mutantes 
foram gerados em meio BDA+KClO3 e mantidos em MM. Os isolados 
foram classificados em mesmo GCV quando  seu pareamento resultou na 
formação de heterocárion. Isolados de complexos ou espécies diferentes 
nunca perteceram ao mesmo GCV. Somente um isolado brasileiro de 
MFG foi incluido em mesmo GCV que isolados uruguaios de fruto 
Quatro e nove grupos foram encontrados dentre os isolados uruguaios e 
brasileiros, respectivamente. Em três GCVs, foram incluidos tanto 
isolados de PA quanto de MFG. Para monitorar o desenvolvimento de 
TACs e estruturas pré-infectivas, distribuiram-se gotas de 10 e de 20µL 
de supensão conidial (1x106 conídios/mL) sobre lâminas de poliestireno 
e superfície de folhas destacadas de macieira. O desenvolvimento foi 
examinado microscopicamente a cada duas horas de incubação a 25°C, 
entre 14 e 24h e após 48h, sobre poliestireno e folhas destacadas, 
respectivamente. O percentual e tempo de máxima germinação, formação 
e melanização de apressórios foram avaliados. Os TACs foram 
quantificados e categorizados conforme a conexão em três tipos:  tubo-
tubo (t-t), tubo-conídio (t-c) e conídio-conídio (c-c). Isolados de 
Colletotrichum gloeosporioides apresentaram elevada germinação e 
formação mais precoce de apressórios melanizados. As conexões do tipo 
t-t foram encontradas em menor frequência, para todos os isolados 
testados.  As conexões do tipo c-c foram as mais frequentes em isolados 
de Colletotrichum acutatum. Dentres todos os isolados analisados, os que 
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apresentaram maior percentual de conexões t-t, também formaram mais 
t-c. Isolados de Colletotrichum fragariae e C. gloeosporioides de folha 
nunca desenvolveram TACs sobre poliestireno ou folhas destacadas. 
Aqueles que formaram TACs sobre poliestireno também o fizeram sobre 
a superfície do hospedeiro. Foram observados vários núcleos através dos 
TACs e alguns conídios com nenhum e mais de um núcleo. Em geral, 
populações de Colletotrichum spp. do Brasil e do Uruguai foram 
aparentemente distintas, sugerindo que estas mantiveram-se separadas. 
Os processos de formação de TACs e apressórios parecem ser 
antagônicos. O desenvolvimento de TACs é um processo comum para C. 

gloeosporioides de frutos e C. acutatum. A possível contribuição dos 
TACs para aumento da variabilidade de Colletotrichum spp. é discutida.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xvii 

 

Determination of vegetative compatibility groups and formation of 
conidial anastomosis tubes of Colletotrichum spp. of apple 

 

ABSTRACT 
 

Bitter Rot (BR) and Glomerella leaf spot (GLS) are amongst the major 
apple diseases, due to the fast progress of symptoms and high 
susceptibility of the cultivar “Gala”, one of most worldwide consumed. 
The present study aimed to determinate the vegetative compatibility 
groups of brazilian and uruguayan strains of Colletotrichum spp causing 
BR and GLS as well as to monitor the development of conidial 
anastomosis tubes (CATs) in vivo and in vitro. VCGs were determined 
by pairing mutants defective in nitrogen assimilation pathway on Minimal 
Medium (MM). Mutants were generated on PDA+ KClO3 medium and 
kept on MM. Strains were classified in same VCG when pairing led to 
heterokaryon formation. Strains of different complexes or species never 
belonged to the same VCG. Only one GLS-brazilian strain was included 
in the VCG of fruit uruguayan strains. Four and nine groups were found 
among uruguayan and brazilian strains, respectively. In three VCGs, both 
PA and MFG strains were included. In order to monitor the development 
of CATs and pre-infective structures, drops of 10 and 20 µL of conidial 
suspension (1x106 conídios/mL) were distributed on polystyrene slides 
and detached apple leaves surfaces. The development was 
microscopically examined at every two hours of incubation at 25°C, from 
14 to 24h and at 48h, on polystyrene and detached leaves, respectively. 
Percentage and time of maximum germination, apressoria development 
and melanization were evaluated. CATs were quantified and categorized 
into three types, according to the kind of connections: tube-tube (t-t), 
tube-conidium (t-c) and conidium-conidium (c-c).  Strains of 
Colletotrichum gloeosporioides showed a high percentage of germination 
and early formation of melanized appressoria. The t-t connections were 
less frequent for all strains. The c-c connections were the most frequent 
type for Colletotrichum acutatum strains. Among all tested strains, those  
showing a higher percentage of t-t- connections, also formed more t-c. 
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Strains of Colletotrichum fragariae and C. gloeosporiodes from leaves 
never developed CATs, neither on polystyrene nor on detached leaves. 
Those that formed CATs on polystyrene also did it on host surface. Many 
nuclei were observed through CATs, such as many conidia with none and 
more than one nucleus. Generally, populations of Colletotrichum spp. 
from Brazil and Uruguay were apparently distinct, suggesting that they 
were kept isolated. Appressoria melanization and CATs development 
seem to be antagonist processes. Formation of CATs is a common process 
in C. gloeosporioides from fruits and C. acutatum. The possible 
contribution of CATS and its consequence for increasing variability in 
Colletotrichum ssp. is discussed.  khjhjhhhhhhhhjhjh       



1 

 

 

1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

             A macieira (Malus domestica Borkh.) é uma espécie amplamente 
cultivada  no mundo, sendo encontrada em praticamente todos os 
continentes. No Brasil e Uruguai, está entre as frutíferas de clima 
temperado mais cultivada. No Brasil,  a produção está concentrada nas 
serras e planaltos da região Sul, sendo uma atividade que iniciou na 
década de 70. No Uruguai, os pomares comerciais encontram-se 
concentrados nos departamentos de Canelones e Montevidéo e San José. 
A cultura tem um importante papel na economia local, seja pelo potiencial 
de comercialização e exportação, seja pelos empregos diretos e indiretos 
gerados, estimados em três por hectare.  
             Entre as diversas doenças que afetam a cultura, destacam-se a 
Podridão Amarga (PA) e a Mancha Foliar de Glomerella (MFG), ambas 
causadas por Colletotrichum spp.  Enquanto a PA é cosmopolita e 
conhecida há mais de um século atacando os frutos, a MFG é uma doença 
foliar recente que vem ocorrendo em regiões com condições de clima 
subtropical úmido. Ambas causam perdas significativas na produção, pela 
inviabilização do fruto ou pela redução da área fotossinteticamente ativa, 
respectivamente.  
              Dentro deste contexto, um fato interessante é que no Uruguai a 
MFG ainda não foi relatada. Existe um extensa área, que compreende o 
sul do Rio Grande do Sul e o norte do Uruguai, onde a macieira não é 
cultivada, o que pode ter contribuido para o isolamento e 
desenvolvimento de populações geneticamente distintas de 
Colletotrichum nestes países.  
                Existem isolados patogênicos tanto às folhas quanto aos frutos, 
e até mesmo a ambos, com diferentes graus de agressividade e com 
capacidade de infectar diversos cultivares. As características 
morfológicas e fisiológicas são também bastante diversificadas. 
Recentemente, novas espécies de Colletotrichum têm sido relatadas como 
agentes causais da MFG ou PA. 
              Conhecidamente, a variabilidade nestes organismos e 
transferência de seu material genético através das gerações é dada por 
mecanismos sexuais e assexuais, sendo os indivíduos clonais mais 
comumente encontrados. A reprodução parassexual parece ter um papel 
importante na geração de variabilidade e sobrevivência para alguns 
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fitopatógenos, como Aspegillus, Fusarium e até Colletotrichum 

lindemutianum. O processo da parassexualidade parece ter ligação com a 
ampliação na gama de hospedeiros possíveis, bem como com a geração 
de novas raças.  
             A reprodução parassexual pode ocorrer entre hifas maduras ou 
conídios, pela formação de estruturas especializadas, chamadas de tubos 
de anastomose, que possibilitam a fusão de hifas. Quando esses tubos são 
emitidos a partir dos conídios ou tubos germinativos, são especificamente 
conhecidos como tubos de anastomose conidiais. Através dos tubos de 
anastomose, podem ocorrer a migração de  nutrientes, moléculas 
sinalizadoras, organelas e material genético. No útimo caso, são formadas 
as células heterocarióticas ou heterecárions, podendo ou não ocorrer a 
fusão dos núcleos e recombinação mitótica.   
           Somado à obsevação dos tubos de anastomose conidiais para 
averiguar a ocorência do ciclo parassexual e transfêrencia de material 
genético, o estudo de grupos  de compatibilidade vegetativa pode trazer 
informações adicionais ao estudo destes fenômenos. Pela detecção da 
formação de hifas heterocarióticas, é possível determinar visualmente 
quais isolados ou populações têm capacidade de formar tubos de 
anastomose e trocar material genético entre si. O estudo de grupos de 
compatibilidade vegetativa também pode discriminar populações muito 
distintas geneticamente. 
             Apesar do fenômeno da parassexualidade não ter sido  estudado 
detalhadamente para as espécies de Colletotrichum da macieira, isso  
poderia ajudar a explicar a imensa variabilidade de isolados e espécies 
capazes de provocar a Podridão Amarga e Mancha Foliar de Glomerella.  
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo Geral 

Determinar os grupos de compatibilidade vegetativa existentes em 
uma coleção de isolados de Colletotrichum spp. da macieira do Brasil e 
Uruguai e monitorar o desenvolvimento de tubos de anastomose conidial  
in vitro e in vivo. 

2.2. Objetivos específicos 

- Determinar os Grupos de Compatibilidade Vegetativa de isolados 
brasileiros e uruguaios de Colletotrichum spp. da macieira. 

- Monitorar o desenvolvimento de tubos de anastomose conidial por 
isolados de Colleotrichum spp.,  in vitro e sobre folhas destacadas de 
macieira.  

 - Averiguar a migração nuclear através dos tubos de anastomose conidial. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1. O hospedeiro: Malus domestica (Borkh.)  

A macieira pertence à família Rosaceae, ordem Rosales, 
Subfamília Pomoideae. As espécies desta subfamília possuem folhas 
simples, caducas, estipuladas, peninérvias, de bordos dentados e 
tomentosas na parte abaxial. As flores são inferoviadas, organizadas em 
inflorescência chamada umbela, pentâmeras, actinomórfas, hermafroditas 
e possuem 5-2 carpelos. O cálice é persistente, a corola caduca e o fruto 
do tipo pomo (Bender, 1986).       

O centro de origem da macieira encontra-se nas regiões da Ásia 
Menor, Cáucaso, Ásia Central, Himalaia, Índia e Paquistão e oeste da 
China, onde ocorrem pelo menos 25 espécies nativas de Malus (Juniper; 
Watkins; Harris, 1994). A cultura da macieira já estava bastante difundida 
no império Romano, quando as técnicas produtivas foram aperfeiçoadas 
e difundidas (Harris, Robinson; Juniper, 2002). As migrações dos povos 
euroasiáticos colaboraram para a disseminação das formas primitivas das 
macieiras atuais. O número de cultivares de macieira existente atualmente 
no mundo é imenso e foi obtido através de melhoramento genético, 
utilizando-se hibridações, seleções clonais e mutações (Ribeiro, 1986). 

No Brasil, o início do cultivo de macieira ocorreu provavelmente 
no município de Valinhos, no estado de São Paulo, com cultivar ‘Ohio 
Beauty’, na década de 1920 (Silva et al., 2007), mas somente na década 
de 1970 começou a ter importância econômica, com a implantação de 
pomares na região sul. Com incentivos fiscais e apoio à pesquisa e 
extensão, o Sul do Brasil aumentou a produção de maçãs em quantidade 
e qualidade, fazendo com que o país passasse de importador a auto-
suficiente e com potencial de exportação (Valdebenito-Sanhueza, 2003). 
Atualmente, a produção anual do país é de 1.364.953 toneladas 
(Fioravanço; Lazzarotto, 2012). 

A produção brasileira de maçãs concentra-se nos estados Rio 
Grande do Sul e Santa Catarina, que participam com 36 e 59%, 
respectivamente (Bittencourt et al., 2011). Dentre as cultivares mais 
plantadas no país, destacam-se principalmente a ‘Gala’ e a ‘Fuji’, com 
colheitas realizadas entre os meses de fevereiro e março e de março e 
abril, respectivamente (Kreuz; Souza; Petri, 2006). Algumas cultivares 
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são utilizadas como polinizadoras, como a ‘Willie Sharp’, ‘Granny 
Smith’, ‘Hawaii’, ‘Starkrimson’ e ‘Pome 3’ (Ribeiro, 1986). Há também 
as cultivares ‘Catarina’, ‘Duquesa’, ‘Fred Hough’ e a ‘Joaquina’ 
recentemente desenvolvidas, com a vantagem de carregarem o gene Vf 
que confere resistência à sarna (Venturia inequalis (Cooke) Winter) 
(Stadnik; Araújo; Valdebenito-Sanhueza, 2009).  

No Uruguai, a produção de frutas de espécies caducas encontra-se 
concentrada no sul do país, especialmente nos departamentos de 
Montevidéu, Canelones, San José e Colonia. O número de plantas é 
estimado 3,3 milhões de plantas produzindo 45 mil toneladas. As 
cultivares mais produzidas são as do grupo ‘Red Delicious’, (DIEA, 
2013), que juntamente com a polinizadora ‘Granny Smith’ são 
responsáveis por 75% da produção naquele país (DIEA, 2013, Vivian et 

al., 2011). 

3.2. As doenças causadas por Colletotrichum spp. 

Dentre as diversas doenças de mancha foliar e podridão de frutos 
que acometem a cultura da macieira, a Mancha Foliar de Glomerella 
(MFG) e Podridão Amarga (PA) tem destaque (Valdebenito-Sanhueza, 
2002; Talamini; Bogo, 2009; Katsurayama; Boneti, 2009. A primeira tem 
ganhado espaço nos cultivos de alguns países (Wang et al., 2012; 
Gonzáles; Sutton, 1999), enquanto que a segunda já é amplamente 
difundida (Gonzáles; Sutton, 2004). Ambas podem gerar grandes perdas 
na produtividade e qualidade dos frutos (Mondino et al., 2009). 

3.2.1. Podridão Amarga 

A Podridão Amarga (PA) é uma doença comum e conhecida há 
mais de um século na cultura da macieira, e encontra-se presente em 
quase todos os países em que é comercialmente cultivada (Gonzáles; 
Sutton, 2004; Clinton, 1902). Em condições ideais de temperatura e 
umidade, pode causar perdas superiores a 50% (Gonzáles; Sutton, 2004; 
Talamini; Bogo, 2009). Comumente, três espécies são encontradas como 
agentes causais da PA em frutos de macieira: Glomerella cingulata 
(Stoneman) Spaulding; H. Schrenk, Colletotrichum gloeosporioides 
(Penz.) Penz; Sacc. e Colletotrichum acutatum J. H. Simmonds (Shi et al. 
1996; Gonzáles; Sutton, 2004). No ano de 2010, quando a incidência de 
podridão amarga foi de 70% nos pomares do Uruguai, teve-se a primeira 
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identificação do aparecimento de Colletotrichum fragariae como 
causador da doença (Alaniz et al., 2012).  

Diversas espécies que anteriormente eram identificadas como C. 

acutatum sofreram alteração na nomenclatura (Damm, et al., 2012). Uma 
destas foi C. nymphaeaea, que com esta modificação foi relatada como 
novo agente causal da PA nos pomares do Sul do Brasil (Velho et al., 
2014b). De mesmo modo, outras espécies como Colletotrichum acerbum, 
Colletotrichum fioriniae, Colletotrichum godetiae e Colletotrichum 

salicis também passaram a ser designadas como causadoras de PA 
(Damm et al., 2012). 

A frequência de aparecimento de cada uma das espécies depende 
do pomar analisado e parece estar associada às condições ambientais, bem 
como à fonte inicial de inóculo, período de amostragem, práticas de 
manejo empregadas e cultivar hospedeira (Shi et al. 1996). A incidência 
é menor em maçãs vermelhas e as variedades ‘Granny Smith’ e ‘Pinky 
Lady’ são as mais susceptíveis (Mondino et al., 2009). 

Os principais sintomas da doença são lesões circulares e anéis 
concêntricos, frequentemente contendo as estruturas do patógeno na 
superfície, sendo estas acérvulos, peritécios ou ambas (Valdebenito-
Sanhueza et al., 2002). Algumas vezes, lesões em formato de “V” podem 
ser encontradas quando o fruto é aberto (Mondino et al., 2009; Shi et al., 
1996). As condições ótimas de temperatura encontram-se entre 22 e 26°C, 
porém o patógeno pode surgir em uma faixa muito mais ampla 
(Valdebenito-Sanhueza et al., 2002). 

O fungo é disseminado de um fruto sadio para outro na mesma 
planta pela água da chuva (Valdebenito-Sanhueza et al. 2002). Os insetos, 
especialmente do gênero Drosophila, estão envolvidos com dispersão a 
longas distâncias (Clinton, 1902). 

3.2.2. Mancha Foliar de Glomerella  

 A Mancha Foliar de Glomerella (MFG) é uma doença emergente, 
que tem se tornado um dos principais problemas que acometem a cultura 
da macieira no sul do Brasil, pois a cultivar ‘Gala’, a mais cultivada 
mundialmente, é altamente suscetível (Gonzáles; Sutton; Correll, 2006). 
São relatadas três espécies de Colletotrichum associadas à MFG: C. 

gloeosporioides, C. acutatum e Colletotrichum karstii (Velho et al., 2014) 
sendo a primeira a principal pela frequência e agressividade (Boneti; 
Katsurayama, 2009).  
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Sintomas de MFG foram relatados primeiramente nos pomares de 
‘Golden Delicious’, no sudoeste dos EUA (Taylor, 1971). Duas décadas 
mais tarde, a doença tornou-se um problema naquele país (Gonzáles; 
Sutton, 1999).  No Brasil, a doença foi encontrada inicialmente no 
sudoeste de São Paulo, disseminando-se na década de 80 para a região 
metropolitana de Curitiba, onde se estabeleceu (Leite et al. 1988).  

A doença é restrita às regiões com clima subtropical úmido, tais 
como sudeste dos EUA (Gonzáles; Sutton, 1999; Taylor, 1971), sul do 
Brasil (Becker; Katsurayama; Boneti, 2000) e sudoeste da China (Wang 
et al., 2012). Apesar de existirem diversos pomares comerciais no 
Uruguai, não houve nenhum relato de aparecimento da MFG até o 
presente momento (Mondino et al., 2009). 

O período de incubação da doença é geralmente curto, surgindo 
pequenas lesões de coloração vermelho-arroxeado e forma irregular nas 
folhas aos dois dias. Entre oito e dez dias após a infecção, as lesões 
evoluem para manchas necróticas e as folhas tornam-se completamente 
secas e caem (Araújo; Stadnik, 2013; Katsurayama; Boneti, 2009). O 
desfolhamento é bastante severo, tendo chegado a até 90% nos pomares 
da China (Wang et al., 2012), o que reduz a produção no ano posterior 
(Boneti; Katsurayama, 1999). Nos frutos observam-se pequenas manchas 
circulares e deprimidas de coloração castanho-avermelhado, que não 
aumentam de tamanho e nem evoluem para podridão (Figura 1). Estas 
infecções afetam a estética dos frutos (Mondino et al., 2009). 

 

   
Figura 1- Folhas de macieira cultivar ‘Gala’ com sintoma de mancha 
foliar de Glomerella, com severidade crescente da esquerda para direita, 
(A) e fruto da cultivar ‘Cripps Pink’ com sintoma de podridão amarga 
(B).  
 

A B 
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3.3. Variabilidade genética de fungos 

Espécies que possuem maior variabilidade genética são mais aptas 
à competição e sobrevivência. Portanto, a aquisição de variabilidade pode 
gerar uma maior capacidade de sobreviver aos desafios impostos pelas 
mudanças ambientais e ao rápido desenvolvimento de parasitas e 
competidores (Carlie; Watkinson; Gooday, 2001). Também, para que 
ocorra a evolução da espécie através de seleção natural, é necessário que 
haja variabilidade. O potencial evolutivo de uma população é diretamente 
proporcional à sua variabilidade genética (McDonald, 1997). 

Inúmeros processos podem desencadear a geração de variabilidade 
genética, sendo a mutação um último recurso. O tamanho do genoma para 
os diferentes fungos é bastante variável, mas um genoma com 10000 
genes poderá ter uma célula a cada 100 como possível novo mutante, a 
cada geração. Como a maioria das células fúngicas é capaz de dar origem 
a uma célula vegetativa ou esporos, o número de células numa população 
que pode sofrer mutação e gerar progênie pode ser bastante elevado 
(Carlie; Watkinson; Gooday, 2001). 

Um número considerável de genes é responsável por uma via de 
biossíntese, alguns especificando as enzimas envolvidas, outros 
regulando a atividade da via como um todo. Agentes mutagênicos agem 
de várias formas e a suscetibilidade do DNA aos diferentes agentes vai 
depender da sequência de nucleotídeos. Por isso, na presença de um 
determinado agente mutagênico, alguns genes irão sofrer mutação 
imediatamente, enquanto outros, com menor frequência. Os agentes 
mutagênicos tanto matam as células, quanto provocam mutações nestas. 
Assim, investigações devem ser realizadas para determinar quais doses 
culminam em maiores proporções de células mutantes entre as 
sobreviventes. Os agentes mutagênicos mais comumente utilizados na 
biotecnologia de fungos são os raios-X, radiação ultravioleta (Lockwood 
et al., 1945; Swanson; Hollaender; Kaufmann, 1948), dimetilsulfonato e 
nitrosoguanidina (Cantoral et al., 1993).  

A maioria das mutações são muito mais deletérias do que 
benéficas. Diferentes linhagens de células, entretanto, acumulam 
mutações desfavoráveis diferentes. Assim, a recombinação gera células 
dicarióticas que podem mascarar as mutações, se estas forem recessivas, 
através do correto funcionamento complementar dos alelos, num efeito 
chamado de complementação (Carlie; Watkinson; Gooday, 2001).  Como 
as mutações deletérias são cumulativas, estas podem causar declínio de 
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certas populações, seja pela inabilidade destas em gerar descendentes, ou 
pela perda de características vantajosas, que só pode ser contornada por 
retrocesso, ou pela ocorrência de mutações benéficas compensatórias, no 
caso de ausência de recombinação (Lynch; Blanchard, 1998). 

As formas mais comuns de transmissão de material genético de 
uma geração para outra são a assexual e sexual. Na primeira, a progênie 
será um clone mitótico exatamente idêntico ao parental. Na segunda, a 
recombinação meiótica gera progênie diferenciada da parental (Taylor; 
Jacobson; Fisher, 1999). Para a maior parte dos fungos fitopatogênicos, a 
reprodução por via assexual é a mais comum, porém grande parte realiza 
ciclos sexuais regularmente, alguns até de modo obrigatório, como no 
caso de algumas ferrugens. Essas populações que realizam ciclos sexuais 
possuem uma variabilidade genética muito maior do que as que se 
multiplicam somente por ciclo assexual (Milgroon, 1996).  

Há vantagens competitivas oferecidas pelo processo de 
recombinação genética. A recombinação pode produzir genótipos que 
podem tornar os organismos mais adaptados a condições ambientais 
desfavoráveis (Milgroon, 1996). Além disso, indivíduos recombinantes 
podem adquirir resistência a alguns tipos de fungicidas (Brent; Hollomon, 
1988). 

Diferentemente de outros organismos, que se utilizam somente das 
vias sexuais e/ou assexuais para transmitir o material genético de uma 
geração para outra ou gerar recombinantes, os fungos possuem também 
mecanismos de parassexualidade (Taylor, Jacobson; Fisher, 1999).   

3.4. Parassexualidade 

O fenômeno da parassexualidade auxilia o fungo na geração de 
variabilidade genética e contribui para sua melhor adaptação ao ambiente 
(Glass; Fleissner, 2006; Tinline; MacNeil, 1969). A variabilidade é 
gerada pela transferência de material nuclear por conexões chamadas 
tubos de anastomose. Isto faz com que diferentes núcleos ocupem um 
citoplasma em comum, estado conhecido como heterocariótico, 
indispensável para que ocorra a reprodução parassexual (Alexopoulos; 
Mims, 1907; Tinline; MacNeil, 1969). 

O ciclo parassexual é dado pelas seguintes etapas: i) Formação de 
heterocárions, ii) Fusão dos núcleos distintos no interior da hifa 
heterocariótica, iii) Formação do núcleo diploide (2n). Nesta etapa, o 
número de hifas dicarióticas pode aumentar na população devido às 
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constantes mitoses, quando poderá ocorrer a iv) Recombinação por 
Crossing-over mitótico. Os recombinantes podem permanecer, e se 
multiplicar no estado diplóide ou retornar a haploidia, a partir de 
sucessivas perdas de um cromossomo em cada par de cromossomos 
homólogos, num processo chamado v) aneuploidia (Alexopoulos; Mims, 
1907; Pontecorvo, 1956, Tinline; MacNeil, 1969; Carlie, Watkinson; 
Gooday, 2001). Embora os eventos de fusão entre núcleos distintos sejam 
pouco comuns na natureza, bem como o crossing-over mitótico 
(Pontecorvo, 1956), estes parecem ocorrer em proporções diferentes, 
conforme a espécie. Em Aspergillus niger e Pennicillium chrysogenum, 
essas proporções são muito mais elevadas que em outros fungos. Assim, 
para os Deuteromycetes, o ciclo parassexual pode ter tanta importância 
na geração de variabilidade quanto o ciclo sexual para os outros fungos 
(Alexopoulos; Mims, 1907). 

Pouco foi relatado sobre a dinâmica nuclear durante o ciclo 
parassexual e muito menos sobre a ocorrência das etapas de fusão nuclear 
e crossing-over mitótico no gênero Colletotrichum. Para Colletotrichum 

lindemuthianum, foi constatada esta dinâmica, com uso de corantes e 
proteínas fluorescentes (Roca et al., 2003; Ishikawa et al., 2010). 
Ishikawa et al. (2012) apresentaram evidências da ocorrência de fusão 
nuclear para este patógeno, utilizando a combinação de duas proteínas 
fluorescentes. 

Embora a geração de recombinantes possa ser limitada na natureza, 
mesmo pequenas transferências horizontais podem ter importância no 
processo evolutivo. Ainda que todo o ciclo não seja completado, existem 
outras formas de troca genética que requerem apenas a etapa de formação 
do heterocárion (Debets, 1998). Mesmo sem ocorrência de fusão nuclear, 
o transpóson Tag teve a capacidade de migrar de um núcleo para outro 
em heterocárion de Neurospora crassa por meio de facilitador 
citoplasmático (Kinsey, 1990).  Adicionalmente, a transferência de 
material genético entre núcleos não requer a existência de um 
heterocárion estável, podendo também ocorrer naqueles considerados 
transientes. Assim, o ciclo parassexual poderia ser um modo de 
transferência horizontal de transpósons, cromossomos, ou até fragmentos 
destes. Todavia, tais eventos são de difícil detecção em laboratório 
(Debets, 1998).  

A parassexualidade com a formação dos heterocárions foi 
fortemente associada à patogenicidade, mais precisamente à ampliação na 
gama de hospedeiros e geração de novas raças (Pontecorvo, 1956; 
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Jacobson; Gordon, 1988). Uma demonstração disso é o trabalho realizado 
por Buxton (1956), utilizando duas raças de Fusarium oxysporum f.sp. 
pisi, da ervilha, uma patogênica à variedade ‘Onward’, mas não à 
‘Alaska’ e ‘Delwiche Commando’ e outra patogênica a ambas e não-
patogênica à ‘Delwiche Commando’. Dos três recombinantes obtidos, 
dois foram patogênicos à ‘Onward’ e ‘Delwiche Commando’, e um 
provocou doença nas três variedades. Desta forma, como o ciclo 
parassexual pode estar relacionado à geração de novas raças, este 
processo pode ser um tema de interesse em pesquisas dentro da 
fitopatologia (Pontecorvo, 1956). 

3.5. Compatibilidade Vegetativa 

A compatibilidade vegetativa é um marcador genético estável que 
pode ser usado para determinar relações genéticas entre as populações de 
patógenos, baseando-se na formação de heterocárions entre isolados 
pareados em testes de complementariedade (Somrith; Singburaudom; 
Piasai, 2011). Isolados que pertencem ao mesmo Grupo de 
compatibilidade vegetativa (GCV) tendem a ter um pool gênico em 
comum (Leslie, 1993) e assim, podem ser patologicamente e 
fisiologicamente diferentes dos isolados que não estão classificados no 
mesmo grupo (Joaquim; Rowe, 1991; Nitzan, Tsror; Johnson 2006; 
Nitzan et al., 2002). Isolados que são vegetativamente compatíveis podem 
formar populações subespecíficas, que tendem a ser geneticamente 
isoladas na natureza e são chamadas grupos de compatibilidade 
vegetativa. A compatibilidade vegetativa é controlada por uma série de 
genes denominados vic (incompatibilidade vegetativa) ou het 
(incompatibilidade de heterocárions). Tipicamente, a fusão de hifas 
ocorre entre isolados independentemente do genótipo, mas uma reação 
letal de incompatibilidade ocorre se os isolados diferirem-se em um ou 
mais dos seus locus vic. Geralmente, mais de dez loci vic estão presentes 
numa dada espécie, com cada locus existindo em dois alelos. Isolados que 
têm capacidade de formar heterocárions são considerados pertencentes ao 
mesmo grupo de compatibilidade vegetativa (Sanei; Razavi, 2011). 

Para verificação da compatibilidade vegetativa são utilizados 
frequentemente mutantes que não utilizam certas fontes de carbono ou 
nitrogênio, ou auxotróficos, os morfológicos e os sensíveis a agentes 
inibidores, entre outros (Azevedo, 2004). Estes mutantes costumavam ser 
obtidos através de irradiação (Pontecorvo; Semonti, 1954; Buxton, 1956). 
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Posteriormente, começou a ser amplamente utilizado o clorato de potássio 
para obtenção de mutantes não utilizadores de nitrato como fonte de 
nitrogênio, o ácido fluoroacético para os mutantes não utilizadores de 
acetato como fonte de carbono (Armitt, Mcullough, Roberts, 1976; 
Tahoun, 1993) e selenato, para obter aqueles incapazes de utilizar sulfato 
como fonte de enxofre (Hawthorne; Rees-Georg, 1996; Jacobson; 
Gordon, 1998). A gama de mutantes a ser utilizada é bastante vasta 
(Azevedo, 2004), todavia, os mutantes auxotróficos não utilizadores de 
nitrato são os mais frequentemente adotados para estudos genéticos. 

Uma das grandes vantagens na aplicação do gene da nitrato 
redutase é a fácil obtenção de mutantes espontâneos, por seleção positiva 
para resistência ao clorato (Pereira et al., 2003, Leslie, 1993). O clorato é 
análogo ao nitrato e sua redução a clorito pela nitrato redutase resulta em 
toxidez para célula. Portanto, isolados sensíveis ao clorato são capazes de 
converter nitrato a nitrito, enquanto as resistentes são incapazes (Correll; 
Klittich; Leslie, 1987). Assim, as colônias que crescem em meio de 
cultura com clorato, são resistentes a este, mas não necessariamente são 
mutantes da nitrato redutase. Mutações em no mínimo cinco genes podem 
levar a resistência ao clorato. Assim, é necessário fazer uma 
discriminação fenotípica por meio de um teste de crescimento em meio 
mínimo contendo as seguintes fontes de nitrogênio: Nitrato, nitrito, 
hipoxantina, ácido úrico e amônio. A razão para o uso da hipoxantina é 
que tanto a nitrato redutase quanto a purina desidrogenase são 
dependentes do cofator molibdênio. Por isso, uma mutação no gene que 
transcreve para a biossíntese deste, impossibilitaria a conversão de nitrito 
a nitrato, bem como de hipoxantina a xantina e sua utilização como fonte 
de nitrogênio (Figura 2) (Correll, Klittich; Leslie, 1987; Pereira et al., 
2003).  
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Figura 2- Vias da utilização do nitrato e hipoxantina em Aspergilus 

nidulans e Neurospora crassa. Adaptado de Correll; Klittich; Leslie 
(1987). 

Os mutantes que crescem normalmente em nitrito, hipoxantina, 
amônio e ácido úrico, mas apresentam-se ralos sobre nitrato foram 
considerados nit1, com mutação no locus estrutural da nitrato redutase. 
Os que crescem somente com característica selvagem em amônio, são 
considerados nit2, com mutação no locus principal da nitrato redutase. 
Mutantes nit3 são aqueles que têm mutação no locus regulatório 
específico da via e desenvolvem-se com característica similar aos nit1, 
com a diferença que crescem ralos em nitrito. Mutantes que crescem ralos 
em nitrato e hipoxantina e, desenvolvem micélio aéreo denso nas outras 
fontes de nitrogênio possuem mutação no locus do cofator molibdênio e 
são chamados nitM (Correll, Klittich; Leslie, 1987; Brooker, Leslie; 
Dickman, 1991; Garret; Amy, 1978; Marzluf, 1981). Os mutantes nit1, 
nit3 e nitM eram anteriormente denominados nitA, nitB e nitC, 
respectivamente (Puhalla, 1985; Correll, Puhalla; Schneider, 1986). O 
mutante nitM é o que melhor complementa com as outras classes 
fenotípicas, e por isso foi designado como ‘tester’ e assim vem sendo 
utilizado para diversas espécies (Correll, Klittich; Leslie, 1987; 
Strausbaugh, 1993; Sanei; Razavi, 2011; Huang et al., 2013). 
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Os testes com GCVs podem ser menos laboriosos e mais precisos 
que os testes de patogenicidade na diagnose e identificação de forma 

specialis, raça, grupo de patogenicidade, dentre outros (Leslie, 1993). Os 
testes de patogenicidade para esta finalidade geralmente são 
inconclusivos, devido à grande variação ambiental a que os materiais 
vegetais são submetidos, provocando ampla diversidade na expressão dos 
sintomas, mesmo em casa de vegetação (Correll, Puhalla; Schneider, 
1986).  Além disso, a avaliação dos GCVs é considerada simples (Leslie, 
1996) e para condução de experimentos são exigidos materiais 
comumente encontrados em laboratórios de microbiologia, sem a 
necessidade de equipamentos sofisticados, como para outras técnicas de 
caracterização genética (Leslie, 1996, Correll, Klittich; Leslie, 1987).  

Para Colletotrichum spp. da macieira, estudos sobre GCVs já 
foram realizados por Beever, Olsen; Parkes (1995), Brooker, Leslie; 
Dickman (1991) e Lardner et al. (1999). Isolados coletados no Brasil 
foram classificados em GCVs por Hamada (2005) e Gonzáles, Sutton; 
Correll (2006).    

3.6. Tubos de anastomose  

Os tubos de anastomose permitem a conexão entre células 
fúngicas, que passam a agir como um só indivíduo. Através destas 
conexões, podem ser trocados nutrientes, água, moléculas sinalizadoras, 
núcleo, mitocôndrias e outras organelas (Read et al., 2009). Assim, os 
tubos de anastomose podem aumentar as chances de sobrevivência num 
ambiente pobre em nutrientes, ou quando estes estiverem 
heterogeneamente distribuídos (Roca; Read; Wheals, 2005). Além disso, 
essas estruturas podem propiciar a recombinação parassexual, 
contribuindo para ampliação da variabilidade genética em fungos pela 
transferência horizontal de genes (Roca; Read; Wheals, 2005; Roca et al., 
2004). 

Tubos de anastomose são também denominados de hifas de fusão 
(Ruiz-Roldán et al., 2010; Pandey et al., 2004). Porém, há um tipo 
especial dentre estas, que são as emitidas por conídios ou tubos 
germinativos, conectando estas estruturas, sendo conhecidas por tubos de 
anastomose conidial (TACs). Esses diferem morfologicamente e 
fisiologicamente daqueles emitidos pelas extremidades da colônia 
madura e parecem estar regulados por mecanismos genéticos e 
bioquímicos diferentes (Read et al., 2009). A formação de TACs está 
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associada ao pH do meio e é inibida pela presença de triptofano, o que 
não ocorre com os tubos de anastomose formado nas margens da colônia 
adulta (Fischer-Harman et al., 2012). Embora distintos, esses processos 
parecem estar conectados, pois mutantes defectivos na formação de TACs 
não conseguem formar hifa de fusão na colônia adulta (Read; Goryachev; 
Lichius, 2012). 

Diferentemente do que ocorre com N. crassa, em espécies como 
C. lindemuthianum, o desenvolvimento dos TACs é mais lento, e muitas 
vezes não é fácil discernir claramente o TAC de um tubo germinativo 
(Ishikawa et al.; 2010). As características que diferenciam de tubos 
germinativos comuns dos TACs são que estes se apresentam mais finos e 
curtos, têm crescimento determinado, geralmente não possuem 
ramificações e a indução de sua formação é dependente da densidade 
conidial (Read et al., 2009; Roca; Read; Wheals, 2005). Adicionalmente, 
TACs nunca se tornam hifas vegetativas após serem colocados no meio 
de cultura e seu desenvolvimento não é inibido pela mucilagem do 
acérvulo (Roca et al., 2003). Além disso, enquanto células meramente 
vegetativas evitam umas às outras, com o objetivo de melhor explorar os 
nutrientes disponíveis no meio, os tubos de anastomose crescem em 
direção ao outro. Este autotropismo positivo resulta em contato apical 
entre as hifas ou pegs envolvidos (Roca; Read; Wheals, 2005; Carlie; 
Watkinson; Gooday, 2001). 

As circunstâncias que favorecem a formação de tubos de 
anastomose ainda não estão elucidadas completamente. Em algumas 
espécies este evento pode ser observado em colônias jovens e 
monospóricas e, em outras, em colônias mais velhas (Carlie; Watkinson; 
Gooday, 2001). Ishikawa et al., 2010 observaram que tubos de 
anastomose de C. lindemuthianum foram mais frequentes após maior 
tempo de incubação e quando os conídios foram coletados de colônias 
mais velhas. Além disso, concentrações mais altas de conídios e sua 
incubação em água favoreceram a formação destas conexões, em 
comparação a outros meios mais nutritivos como o BD (batata-dextrose). 
Isto ocorre porque, possivelmente, a indução à formação de tubos de 
anastomose é dependente da densidade de conídios (Roca et al., 2005) e 
parece estar relacionada à deficiência nutricional (Ishikawa, et al., 2010). 
Porém, isso parece ser bastante variável de acordo com a espécie, pois 
para que N. crassa forme TACs é necessário que nutrientes estejam 
presentes no meio (Roca et al., 2005). 
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Podem ser destacadas três fases no processo de formação dos tubos 
de anastomose: indução, quimioatração e fusão (Roca; Read; Wheals, 
2005). Na formação de TACs, a fase de indução é dada por um 
mecanismo de ‘quorum sensing’, que monitora a população por meio da 
liberação de moléculas sinalizadoras para o meio. Em N. crassa, o 
sinalizador parece ativar a cascata da MAP-kinase. Dois mutantes 
bloqueados para a formação de tubos de anastomose sofreram mutações 
nos genes que codificam para NRC-1 e MAK-2 (Roca et al., 2005).  

A fase de quimioatração de TACs está relacionada com o gene so, 
responsável por regular a síntese ou liberação de uma substância 
quimioatratora e a percepção deste sinal químico (Roca; Read; Wheals, 
2005). Mais especificamente, esta fase ocorre pela troca oscilatória de 
requerimentos das proteínas SO e MAK-2 pelas extremidades dos TACs 
em formação. Assim, quando uma extremidade de um TAC acumula 
transientemente MAK-2, o mesmo ocorre de modo simultâneo com o 
outro TAC, que acumula a proteína SO, sendo este processo invertido 
posteriormente (Fleissner et al., 2009). A proteína SO atua como emissor 
de sinal e a MAK-2 como receptor. Essa oscilação anti-fase pode ocorrer 
entre 4-6 vezes durante o processo de quimioatração de TACs em N. 

crassa e, por isso, o processo foi denominado de ‘ping pong’ (Read; 
Goryachev; Lichius, 2012). Mutantes no gene so podem formar os tubos 
de anastomose, mas não conseguem direcionar seu crescimento em 
direção ao outro (Roca; Read; Wheals, 2005).  

Na fase de fusão, ocorre provavelmente a secreção de compostos 
adesivos e enzimas degradadoras da parede celular (Roca; Read; Wheals, 
2005). Algumas proteínas parecem estar envolvidas na etapa de fusão, 
como a HAM-6, HAM-7 e HAM-8, mediadoras do evento de fusão da 
membrana plasmática (Fu et al., 2011). 

A fusão entre tubos de anastomose é bastante comum em 
Ascomycetes, Basideomycetes e fungos mitospóricos, já tendo sido 
relatada em 21 gêneros e 73 espécies (Roca; Read; Wheals, 2005). A 
formação de TACs já foi estudada intensivamente in vitro para N. crassa. 
(Fleissner et al., 2005; Fleissner et al., 2009; Roca et al., 2005; Eaton et 

al. 2012), para Fusarium oxysporum (Ruiz-Roldán et al., 2010) e C. 

lindemutianum (Ishikawa et al., 2010; Ishikawa et al., 2012; Roca et al., 
2003; Roca et al., 2004), C. gossypii do algodão e C. gloeosporioides do 
cafeeiro (Roca et al., 2003).  

Em condições naturais, sobre a superfície do hospedeiro, a 
formação de TACs foi quantificada para C. lindemuthianum (Ishikawa et 
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al., 2009) e observada para C. cowpea (Latunde-Dada et al., 1999) e C. 

acutatum da amêndoa (Wharton; Diéguez-Uribeondo, 2004). Para C. 

gloeosporioides da macieira, observou-se a formação de TACs sobre o 
tecido do hospedeiro por dois isolados de folha (Araújo; Stadnik, 2013b). 
Porém, para espécies de Colletotrichum da macieira, resultados 
detalhados que mostrem maiores evidências da formação de TACs e 
estudos que revelem como é dado seu desenvolvimento ainda necessitam 
ser realizados, visto a grande variabilidade de isolados e agentes causais 
existentes. 
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4.0. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1.  Origem e conservação dos isolados 

Um total de 26 isolados brasileiros e 15 uruguaios do gênero 
Colletotrichum foi obtido na forma monospórica da Micoteca Anne-Lore 
Schroeder (código MANE) do Laboratório de Fitopatologia da 
Universidade Federal de Santa Catarina (Florianópolis-SC, Brasil) e da 
coleção micológica (Código C) do Laboratório de Fitopatologia da 
Universidad de la Republica (Montevidéu, Uruguai).  

Dentre os isolados brasileiros, 21 eram de C. gloeosporioides, 
quatro de C. nymphaeae (sinônimo C. acutatum) e um de C. karstii. 
Dentre os isolados de C. gloeosporioides, sete foram obtidos a partir de 
folhas com sintoma de Mancha Foliar de Glomerella (MFG) e o restante 
de frutos com podridão amarga (PA).   

Dentre os isolados uruguaios, 11 eram de C. gloeosporioides, dois 
de C. acutatum e dois de C. fragariae; todos obtidos a partir de frutos com 
sintoma de PA. 

Além dos isolados supra-citados, utilizaram-se os isolados BR1, de 
C. gloeosporioides, e BRCa1, BRCa22 e BRCa27 de C. acutatum, todos 
patogênicos à macieira. Esses isolados referenciais (Gonzáles, 2003; 
Gonzáles; Sutton & Correll 2006) foram generosamente cedidos pelo 
professor Turner B. Sutton da Universidade do Estado da Carolina do 
Norte (EUA), e repatriados com autorização do Ministério da Agricultura  
          Os isolados crescidos sobre fragmentos de papel filtro de 1cm² 
foram desidratados a vácuo em dessecador contendo sílica. Após remoção 
da umidade foram mantidos a -20°C, conforme metodologia adaptada de 
Gonzáles (2003).  Para a recuperação dos isolados, os fragmentos de 
papel foram seccionados e depositados imediatamente sobre meio de 
cultura BDA (Batata Dextrose Agar – Himedia, Índia). Após 3-5 dias de 
incubação a 25ºC e 12h de fotoperíodo, o micélio desenvolvido a partir 
dos fragmentos foi repicado para novas placas contendo BDA, para 
utilização nos ensaios descritos a seguir. 
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4.2. Determinação dos grupos de Compatibilidade Vegetativa 

4.2.1. Obtenção de mutantes nit 

Após crescimento dos isolados em meio de cultura BDA por dez 
dias, quatro discos de micélio com 3 mm de diâmetro foram transferidos 
para placas contendo BDA acrescido de KClO3. Para induzir a formação 
de setores dos isolados de C. gloeosporioides, C. karstii foi utilizada 1,5% 
de KClO3, enquanto que para C. nymphaeae, C. fragariae e C. acutatum 

4,5%.  (Gonzáles; Sutton & Correll, 2006; Brooker; Leslie & Dickman, 
1991). Para isolados que não geraram setores com KClO3 nestas 
concentrações, foram testadas também as concentrações de 3,5%, e 6,5%. 
Inicialmente, utilizaram-se 10 placas para cada isolado, aumentando-se 
esta quantidade quando não se obtiveram setores, ou quando se desejou 
obter maior quantidade de mutantes nit.  

Após um período de incubação de 20 dias a 25ºC e 12h de 
fotoperíodo em meio contendo BDA+KClO3, discos de 3 mm foram 
transferidos dos setores resistentes para meio mínimo (MM) contendo 2g 
de NaNO3/L de meio basal (MB). O MB foi preparado de acordo com 
Puhalla (1985) e Correll; Klittch & Leslie (1987), com a seguinte 
composição: 30g de sacarose, 1g de KH2PO4, 0,5g de MgSO4.7H2O, 0,5g 
de KCl, 10mg de FeSO4.7H2O, 20g de ágar e 0,2mL de solução de 
micronutrientes para 1L de meio de cultura. A solução de micronutrientes 
foi preparada do seguinte modo: 5g de ácido cítrico, 5g de ZnSO4.7H2O, 
1g de Fe(NH4).(SO4)2.6H2O, 0,25g de CuSO4.5H2O, 50mg de MnSO4. 
H2O, 50mg de H3BO4 e 50mg de NaMoO.2H2O, para 95mL de água 
destilada (Puhalla, 1985; Correll; Klittch & Leslie, 1987). As placas 
foram mantidas a 25°C no escuro e após sete dias, o processo foi repetido 
sob as mesmas condições e pelo mesmo tempo de incubação. Toda 
colônia que apresentou crescimento selvagem, ou seja, com 
desenvolvimento de micélio aéreo denso, foi imediatamente descartada 
durante o processo. As que mantiveram crescimento ralo foram 
consideradas mutantes não utilizadores de nitrato (Puhalla, 1985, Correll; 
Klittch & Leslie, 1987; Brooker, Leslie & Dickman, 1991). 

4.2.2. Classificação fenotípica dos mutantes nit 

Para classificação fenotípica dos mutantes, selecionaram-se 
aqueles obtidos dos isolados MANE 38, MANE 40, MANE 57, MANE 
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70, MANE 72, MANE 91, MANE 143, MANE 147, C1, C5, C15, C38. 
A partir de culturas mutantes crescidas em MM por 5-7 dias, discos de 3 
mm foram transferidos para placas contendo os seguintes meios de 
cultura: a) MB + nitrito de sódio (0,5 g/L) e b) MB + hipoxantina (0,2 
g/L). Mutantes capazes de crescer com característica selvagem sobre 
ambos os meios de cultura foram considerados nit1. Os que apresentaram 
crescimento tipicamente selvagem em hipoxantina e ralo em nitrito foram 
classificados como mutantes nit3. Aqueles que cresceram ralos em ambos 
os meios, foram designados NitM (Garret & Amy, 1978; Correll; Klittch 
& Leslie, 1987; Brooker, Leslie & Dickman, 1991). Foram utilizadas três 
repetições, consistindo cada uma em duas placas; uma com MB + nitrito 
e outra com MB+ + hipoxantina. 

4.2.3. Seleção e conservação de testers  
 

Mutantes designados como testers são considerados aqueles com 
forte potencial para complementação, assim mais facilmente formando 
heterocárions quando pareados com os mutantes de outras classes 
fenotípicas (Correll, Klittich & Leslie, 1987). Para seleção dos testers dos 
isolados MANE 147, MANE 55, MANE 137, MANE 70, MANE 40, 
MANE 51, MANE 54, MANE 72, MANE 57, MANE 143, MANE 144, 
C1, C15, C21, C29, C38, BR1, BRCa1, BRCa22 e BRCa27, foi realizado 
o pareamento entre 12 mutantes do mesmo isolado em placas de 9 cm 
contendo MM. Para cada placa, foram transferidos três discos de 3 mm 
obtidos a partir de colônias mutantes crescidas em MM. Os discos foram 
dispostos a uma distância de 2 cm entre si, sendo que cada disco era 
correspondente a um dos 12 mutantes. Assim procedeu-se até que todas 
as combinações possíveis fossem contempladas, totalizando 27 placas, 
que permaneceram no escuro a 25°C por até três semanas. Foi adotado 
como tester o mutante que pareou positivamente com o maior número de 
mutantes dentro do mesmo isolado, sendo o mínimo três (Gonzáles; 
Sutton & Correll, 2006). O pareamento positivo foi determinado pelo 
surgimento de micélio denso e aéreo nas zonas de intersecção entre as 
colônias, dentro do período analisado (Castro-Prado et al., 2007; Hamada, 
2005; Gonzáles; Sutton & Correll, 2006). Os testers obtidos foram 
pareados entre si em placas de Petri contendo MM, transferindo-se um 
disco de 3 mm do tester de um isolado e outro do mutante complementar 
de outro para a mesma placa. Considerou-se mutante complementar outro 
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mutante qualquer que pareou positivamente com o tester do mesmo 
isolado (Gonzáles, 2003).  

Foram pareados dois isolados por placa, que permaneceu 
novamente no escuro por três semanas a 25°C. Isolados que ao terem seus 
mutantes combinados parearam positivamente, foram considerados 
pertencentes ao mesmo GCV. Quando dois ou mais testers foram 
classificados como pertencentes ao mesmo GCV, selecionou-se 
aleatoriamente um deles como representativo. Este, bem como seu 
mutante complementar, foram preservados a 4 °C em papel filtro, 
dessecado como previamente descrito (Gonzáles, 2006).   

4.2.4. Pareamentos entre isolados mutantes 

Para verificação da compatibilidade entre isolados, utilizaram-se 
placas multipoços de poliestireno (Kasvi®, China) de 12 poços, contendo 
cada um 1,5 mL de MM.  Imediatamente após a solidificação do meio de 
cultura, transferiu-se para cada poço um disco de 3 mm do tester e outro 
do mutante que desejava-se identificar o grupo de compatibilidade. Os 
discos foram dispostos em extremidades opostas dentro de cada poço e 
adotou-se como testemunha positiva a combinação entre o tester e seu 
mutante complementar. Utilizaram-se três repetições, constituindo-se 
cada uma de uma placa de cultura. As placas foram incubadas a 25°C no 
escuro por até três semanas. Durante este período, isolados que 
apresentaram micélio denso na região de intersecção, foram classificados 
no mesmo grupo de compatibilidade vegetativa (GCV) (Castro-Prado et 

al., 2007; Hamada, 2005). 
 

4.3. Monitoramento da formação de estruturas pré-infectivas, 
tubos de anastomose conidial e migração de DNA 

4.3.1. Obtenção de conídios 

Os conídios utilizados nos experimentos foram obtidos 
transferindo-se um disco de micélio com 8 mm de diâmetro para o centro 
de uma placa de Petri, contendo meio de cultura BDA. As culturas foram 
incubadas por 20 dias a 25°C e 12h de fotoperíodo. Posteriormente, 
adicionou-se água destilada estéril e os conídios foram removidos por 
fricção suave da superfície da colônia com alça de Drigalsky. A suspensão 
foi filtrada em dupla camada de gaze estéril (Araújo & Stadnik, 2011). 
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Para eliminação de possíveis inibidores e homogeneização da 
germinação, os conídios foram lavados por meio de duas centrifugações 
a 25°C e 8228 G por 15 minutos, sendo a solução sobrenadante descartada 
após cada centrifugação. A concentração de conídios na suspensão foi 
ajustada para 1x106 conídios/mL, com auxílio de câmara de contagem de 
esporos, tipo Neubauer. 

4.3.2. Ensaios sobre lâminas de poliestireno 

Para avaliação microscópica da formação de tubos de anastomose 
sobre lâminas de poliestireno, utilizaram-se os isolados MANE 147, 
MANE 55, MANE 70, MANE 40, MANE 143, MANE 144, C15, C21, 
C18, C29 e C38. Os ensaios foram realizados sobre lâminas translúcidas 
de poliestireno (Euro Signs®, São Paulo), de acordo com a metodologia 
modificada de Beleski-Carneiro, Sugui & Reicher (2002). Antes do seu 
uso, as lâminas com 0,8 mm de espessura e dimensões de 25x76mm 
foram cuidadosamente lavadas em água destilada estéril e esterilizadas 
com radiação UV por 1h. 

Foram distribuídas três gotas de 10 µL de suspensão conidial sobre 
as lâminas, que foram mantidas no interior de placas de Petri de 9 mm de 
diâmetro, a 25°C, 12h de fotoperíodo e 100% de UR (umidade relativa). 
O desenvolvimento foi monitorado a cada duas horas de incubação (14-
24h) (Ishikawa et al., 2010), com uso de microscópio de luz (Alltion®, 
Guanxi, China) e de fluorescência (Nikon- Eclipse50i, Nikon®, Melville, 
NY), em aumento de 400-1000x.  Para microscopia de luz, o fungo foi 
corado com 10µL de solução contendo Azul de Tripan. A solução de Azul 
de Tripan foi preparada pela adição de 0,02 g de corante Azul de Tripan 
(Sigma-Aldrich®, EUA) a uma solução contendo 10 g de fenol, 10 mL 
de glicerol, 10 mL de ácido lático e 10 mL de água destilada. Esta solução 
estoque foi diluída em etanol 96% (1:2 v/v) (Pogány et al., 2009). Para 
microscopia de fluorescência adicionou-se 5µL da solução de KOH 
(10%) e 5 µL de Calcofluor White (Sigma-Aldrich®, EUA), segundo 
metodologia adaptada de Abdelrahman et al. (2006), Liu; Lin; Ko (2011); 
Roca et al., (2003, 2004) (Figura 3).  
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Figura 3- Metodologia para realização de ensaios de monitoramento da 
formação de tubos de anastomose conidial sobre lâminas de poliestireno, 
em microscopia de luz e de fluorescência. Legenda: 1) Remoção dos 
conídios das colônias de 20 dias cultivadas em BDA; 2) Lavagem dos 
conídios por centrifugação a 25°C e 8000 RPM; 3) Ajuste da 
concentração conidial a 1x106 conídios/mL; 4) Distribuição de gotas de 
10µL; 5) Adição dos corantes Azul de Tripan e Calcofluor White; 6) 
Observação em microscopia de luz; 7) Observação em microscopia de 
fluorescência. 
 

O filtro utilizado para visualização em fluorescência foi o de 
comprimento de onda de 380-420nm (Robinson & Sharon, 1999). Antes 
da sua utilização, ambos os corantes foram filtrados em membrana de 
celulose Sartorius®, de 0,2 µm de porosidade e permaneceram 
armazenados em temperatura ambiente no interior de frasco âmbar.            

Para a avaliação, selecionou-se uma gota e quantificou-se em uma 
área de 1 mm² as seguintes variáveis: i) Densidade conidial; ii) Percentual 
de germinação; iii) percentual de conídios germinados com apressório e 
iv) com apressório melanizado. Considerou-se germinado o conídio que 
apresentava um tubo espesso, de comprimento igual ou maior que a 



25 

 

largura do conídio ou um apressório (Gonçalves & Stadnik, 2012). 
Quantificou-se também o total de TACs formados e o percentual de cada 
tipo de conexão. As conexões foram classificadas em: i) do tipo conídio-
conídio (c-c); ii) conídio- tubo germinativo (c-t) e iii) tubo germinativo-
tubo germinativo (t-t), como representado na Figura 3. Como TACs, 
foram considerados os tubos finos, curtos que se formavam a partir de 
tubos germinativos ou diretamente dos conídios, conectando estas 
estruturas (Read et al., 2009). 

 
Imagem Descrição 

Tubo de anastomose conidial com ligação tipo conídio-conídio 

 
 

 
 
 
Tubos finos e curtos que conectam dois 
conídios e emergem a partir destes. 
 

Tubo de anastomose conidial com conexão do tipo tubo-tubo 

 

 
 
Tubos finos e curtos que conectam dois 
tubos germinativos provenientes de 
conídios diferentes. 
 

Tubo de anastomose conidial com conexão do tipo tubo-conídio 

 

 

 
 
Tubos finos e curtos que conectam um 
conídio e um tubo germinativo emitido 
por outro conídio 
 
 

Figura 4- Categorias para classificação de tubos de anastomose conidial 
(TAC), de acordo com o tipo de conexão estabelecida sobre lâminas de 
poliestireno e sobre folhas destacadas. Estruturas em amarelo ou 
vermelho representam apressório melanizado e núcleo, respectivamente.  
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Após 24h horas de incubação, observou-se a dinâmica nuclear na 
formação de tubos de anastomose sobre lâminas de poliestireno e a 
transferência de material genético através dos TACs. Para tanto, foram 
utilizados os corantes 2,4-diamidino-2-fenilindol (DAPI) e Iodeto de 
Propídio (Roca et al., 2003, Roca et al., 2004) (Sigma-Aldrich®, EUA), 
segundo a metodologia modificada de James et al. (1995). Para o DAPI, 
adicionou-se à cultura 20 µL de solução de tampão de fosfato de potássio 
50 µm, pH 7,0, seguido pela adição de 10 µl de solução de DAPI 
(500µg/mL). A observação foi realizada sob o comprimento de onda de 
380-420 nm. A solução de DAPI foi preparada em água destilada estéril 
e mantida no escuro a 4°C por no máximo 24h. A coloração com iodeto 
de propídio foi realizada adicionando-se à cultura de conídios 10µL de 
etanol 70% para fixação e, então, 10µL de solução de iodeto de propídio 
(10µg/mL). As preparações foram imediatamente observadas em 
microscópio de fluorescência com filtro no comprimento de onda de 510-
560 nm (Robinson & Sharon, 1999). A solução de iodeto de propídio foi 
preparada em água destilada estéril e mantida no escuro a 4°C. 
          O delineamento experimental foi completamente casualisado com 
três repetições de cada tratamento. Cada repetição consistiu em uma 
lâmina de poliestireno contendo o inóculo. 

4.3.3. Ensaios sobre folhas destacadas 

As folhas utilizadas nos testes foram obtidas a partir plantas de 
macieira com 90 dias de idade e com 5 a 10 folhas. As plantas foram 
cultivadas segundo metodologia adaptada de Araújo & Stadnik (2013a). 
Para controle de oídio, uma solução de enxofre (3g/L) foi pulverizada a 
cada 20 dias com borrifador manual. As plantas foram cultivadas em casa-
de-vegetação entre os meses de Abril e Julho de 2013, a 21,8°C±2,4.  

Para observação da formação de tubos de anastomose, as últimas 
folhas completamente expandidas foram coletadas, lavadas em água 
destilada, para remoção de resíduos, e tiveram a extremidade do pecíolo 
envolvida com algodão embebido em água destilada.  

Posteriormente, distribuíram-se sobre folhas destacadas de 
macieira duas gotas de 20µL de suspensão conidial na concentração de 
1x106 conídios/mL dos isolados MANE 147, C15, C29 e MANE 143.  O 
material foi incubado no interior de placas de Petri a 25°C, 100% de UR 
e fotoperíodo de 12h, segundo metodologia adaptada de Latunde-Dada et 

al. (1999). Após 48h de incubação, foram retirados dois discos foliares de 
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8 mm de diâmetro/folha (Araújo, Gonçalves & Stadnik 2014), 
reservando-se um para ser observado em microscopia ótica de campo 
claro e outro para microscopia de fluorescência. Foram utilizadas cinco 
repetições por tratamento, sendo que cada repetição constituiu-se de um 
disco foliar.  

Os discos a serem observados em microscopia de luz foram 
primeiramente descoloridos. Isso foi feito segundo metodologia adaptada 
de Stadnik & Buchenauer (2000) e Araújo, Gonçalves & Stadnik (2014), 
assentando-se cuidadosamente os discos foliares com a parte adaxial 
voltada para cima sobre papel filtro previamente embebido em solução de 
cloral hidratado (2,5g/mL) (Pogány et al., 2009), colocado no interior de 
placas de Petri. Após quatro dias de permanência no escuro em contato 
com a solução, os discos translúcidos foram transferidos para lâminas de 
vidro e observados em microscópio de luz e de fluorescência. Para o 
primeiro caso, adicionou-se 20 µL de solução de Azul de Tripan sobre 
sua superfície do disco foliar. Para observação em microscopia de 
fluorescência adicionou-se 10µL de KOH (10%) e 10µL de Calcofluor 
White. O filtro utilizado foi do comprimento de onda de 380-420 nm 
(Robinson & Sharon, 1999). Foram avaliadas microscopicamente (400x) 
as seguintes características: i) densidade conidial, ii) Percentual de 
germinação, iii) Número de total de TACs, iv) Percentual de TACs com 
conexão do tipo t-t, v) c-c e vi) t-c. Conídios germinados e TACs foram 
considerados aqueles com as características previamente descritas nos 
testes sobre lâminas de poliestireno (Figura 5). 
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Figura 5- Metodologia para realização de ensaios de monitoramento da 
formação de tubos de anastomose conidial sobre folhas destacadas de 
macieira, em microscopia de luz e de fluorescência. Legenda: 1) Remoção 
dos conídios das colônias de 20 dias cultivadas em BDA; 2) Lavagem dos 
conídios por centrifugação a 25°C e 8000 RPM; 3) Ajuste da 
concentração conidial a 1x106 conídios/mL; 4) Distribuição de gotas de 
suspensão conidial sobre folhas destacadas de macieira; 5) Após 
incubação das folhas por 48h, remoção de dois discos foliares; 6) Adição 
dos corantes Azul de Tripan e Calcofluor White; 7) Observação em 
microscópio. 
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4.4. Delineamento experimental e Análise estatística 

           Com auxílio do programa computacional SisVar 5.0, determinou-
se o momento de estabilização da germinação para cada isolado por 
análise de regressão, através da verificação da sobreposição dos 
intervalos de confiança (0,05%) em cada tempo. Para todas as variáveis, 
os dados obtidos no último momento de avaliação (24h) foram utilizados 
para elaboração de todas as tabelas apresentadas. Para verificar se as 
variâncias eram homogêneas para as densidades conidiais, realizou-se o 
teste de Levene (p≥0,05), com auxílio do programa STATISTICA 6.0.  
          Todos os experimentos foram repetidos duas vezes, com resultados 
similares, e os dados apresentados consistem na média entre os dados das 
duas repetições. Também, os pareamentos compatíveis obtidos nos testes 
de compatibilidade vegetativa foram repetidos e os resultados foram 
idênticos. 
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5. RESULTADOS 

5.1.  Determinação dos grupos de compatibilidade vegetativa 

5.1.1. Geração de mutantes nit 

         Todos os isolados geraram setores mutantes, em quantidades 
diferentes conforme o isolado. Em geral, isolados de C. gloeosporioides, 
C fragariae e C. karstii formaram setores em quantidades suficientes na 
concentração de 1,5% de KClO3 (Figura 6). O mesmo não ocorreu para 
isolados de C. nymphaeae e C. acutatum, que produziam setores mutantes 
em baixas quantidades, sendo portanto necessário aumentar o número de 
placas para 30. Excepcionalmente para o isolado C37, mesmo utilizando-
se 20 placas na concentração de 1,5% e 30 placas a 4,5% e a 6,5% de 
KClO3, não foi possível obter nenhum mutante a partir desse isolado. A 
quantidade de mutantes gerados de cada isolado encontram-se na Tabela 
1.  
 

 
Figura 6- Desenvolvimento de setores resistentes a clorato formado por 
isolado MANE 72 em meio Batata Dextrose Ágar + KClO3, após 20 dias 
de incubação. Setas apontam os setores resistentes. 
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Tabela 1. Número mutantes não utilizadores de nitrato (nit) obtidos de 
isolados de Colletotrichum spp. brasileiros e uruguaios pertencentes aos 
complexos Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum acutatum 

Colletotrichum boninese originados de  de folhas e frutos de macieira. 

Complexo Espéciea Isolados/ Número de mutantes nitb 

C
. 
g
lo

eo
sp

o
ri

o
id

es
 

 

Cg 

MANE 34(1), MANE 35(3), MANE 36(3), 
MANE 37(1),  MANE 38(9), MANE 39 (3), 
MANE 40 (21), MANE 41(1), MANE 51(18), 
MANE 54 (27), MANE 55(16), MANE 57(18), 
MANE 60(1), MANE 70(14), MANE 71(1), 
MANE 73(7), MANE 75 (4), MANE 76(5), 
MANE 90 (3), MANE 91 (5),  MANE 147 (12), 
C1 (26), C2(4), C5(1), C8(3), C9(2), C10(4), 
C14(1), C20(6), C29(32), C38(50), Br1(20)*                                                               

Cf C15(16), C21(19), C37(0) 

C
. 
a
cu

ta
tu

m
 

Cn 
MANE 137(15), MANE 139(1), MANE 143 
(12), MANE 144(14) 

Ca 
BrCa1(17)*, BrCa22(12)*, BrCa27(17)*, 
C18(12), C11(3) 

C
. 
b
o
n
in

en
se

 

Ck MANE 72 (15) 

a Cg, Cn, Ca,, Ck representam C. gloeosporioides, C. nymphaeae, C. acutatum, 

C. karstii, respectivamente. 
b O número de mutantes obtidos por isolado encontra-se entre parênteses.  

* Isolados utilizados e identificados por Gonzáles, Sutton & Correll (2006). 
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5.1.2. Classificação fenotípica 

Não foi possível classificar fenotipicamente nenhum dos  194 
mutantes dos 13 isolados testados, quanto ao locus de mutação envolvido 
na utilização de diferentes fontes de nitrogênio. Os mutantes 
apresentaram geralmente  crescimento micelial  semelhante em nitrito e 
hipoxantina. Além disso, diferenças no  aspecto das colônias não se 
mantiveram em sucessivas repicagens, aproximadamente 6% dos 
mutantes foram incapazes de crescer em meio contendo nitrito. 

5.1.3. Obtenção de testers 

Os heterocárions foram visivelmente distinguíveis pela formação 
de um denso micélio aéreo na região de interesecção entre as colônias 
(Figura 7). 

Após pareamentos de 12 mutantes do mesmo isolado entre si em 
MM, obteve-se pelo menos um tester para cada isolado, com exceção do 
MANE 147. Neste caso, nenhuma alteração na zona de intersecção 
ocorreu até três semanas de incubação, sendo este isolado classificado 
como auto-incompatível. Desta forma, foram obtidos inicialmente 20 
testers. Pareando-se todos os testers  entre si, foram obtidos 12 testers que 
representaram GCV distintos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A C 
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Figura 7- Pareamentos entre mutantes nit de Colletrotrichum spp.do 
mesmo isolado e desenvolvimento de micélio denso na zona de 
intersecção entre as colônias. a) MANE 51; b) C21; c) MANE 72; d) C29 
e e) MANE 143. 

5.1.4. Pareamentos entre isolados mutantes 
 

Pela observação das placas multipoços durante três semanas de 
incubação, houve a formação de micélio aéreo denso na região entre os 
dois discos de micélio colocados nos poços, quando os isolados eram 
compatíveis (Figura 8).  

 

a b c 

d 
e 
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Figura 8- Pareamentos entre o tester do grupo de compatibilidade 
vegetativa 4 com mutantes nit de outros isolados de Colletotrichum spp., 
em placas multipoços contendo meio mínimo, aos 21 dias de incubação. 
A testemunha consiste no pareamento entre o tester e seu complementar. 
O crescimento de micélio aéreo denso indica a compatibilidade 
vegetativa. 

 Testemunha          C2         C5        C8 

     C9        C10       C11         C14 

       C15       C18        C20    MANE 147 

MANE 34 MANE 139 MANE 76 MANE 81 

MANE 60 MANE 70 MANE 35 MANE 36 

MANE 37 MANE 38 MANE 71 MANE 90 
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Pareando-se os mutantes dos outros isolados com os 12 testers, 
foram identificados nove GCV para  os isolados brasileiros (Tabela 2) e 
quatro para os uruguaios (Tabela 3).  Somente o isolado brasileiro MANE 
76 encontrou-se num mesmo GCV (4) que os isolados uruguaios, sendo 
este o único caso em que isolados dos dois países foram classificados no 
mesmo GCV.  
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Tabela 2. Grupos de compatibilidade vegetativa de mutantes nit de 
isolados brasileiros  de Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum 

acutatum, Colletotrichum nymphaeae  e Colletotrichum karstii, 
causadores de Mancha foliar de Glomerella e Podridão Amarga em 
macieira. 

   Código  Espéciea Sintoma Origem Geográfica Coleção GCV 
MANE 34 Cg PA Vacaria-RS UFSC nd* 
MANE 35 Cg PA São Joaquim-SC UFSC nd 
MANE 36 Cg PA Fraiburgo-SC UFSC 1 
MANE 37 Cg PA Fraiburgo-SC UFSC nd 
MANE 38 Cg PA Fraiburgo-SC UFSC 2 
MANE 39 Cg PA Fraiburgo-SC UFSC nd 
MANE 40 Cg PA Fraiburgo-SC UFSC 2 
MANE 41 Cg PA Fraiburgo-SC UFSC nd 
MANE 51 Cg PA Vacaria-RS UFSC 3 
MANE 54 Cg PA Vacaria-RS UFSC 3 
MANE 55 Cg MFG Vacaria-RS UFSC 1 
MANE 57 Cg MFG Vacaria – RS UFSC 3 
MANE 60 Cg MFG São Joaquim-SC UFSC 2 
MANE 70 Cg MFG São Joaquim-SC UFSC 1 
MANE 71 Cg PA Fraiburgo-SC UFSC 1 
MANE 72 Ck MFG Caçador-SC UFSC 5 
MANE 73 Cg PA Fraiburgo-SC UFSC nd 
MANE 75 Cg PA S.F. de Paula-RS UFSC 1 
MANE 76 Cg MFG São Joaquim-SC UFSC 4 
MANE 90 Cg PA Fraiburgo-SC UFSC 1 
MANE 91 Cg MFG São Joaquim-SC UFSC nd 
MANE 137 Cn PA São Joaquim-SC UFSC 6 
MANE 139 Cn PA São Joaquim-SC UFSC nd 
MANE 143 Cn PA Urubici –SC UFSC 7 
MANE 144 Cn PA Urubici –SC UFSC 6 
MANE 147 Cg MFG Urubici –SC UFSC nd 

BR1 Cg MFG EUA/SC-Brasil NCSU 2 
BRCa1 Ca MFG EUA/SC-Brasil NCSU 8 
BRCa22 Ca PA EUA/SC-Brasil NCSU 9 
BRCa27 Ca PA EUA/SC-Brasil NCSU 9 

*nd=Não definido 
a, Cg,  Cn, Ca, Ck representam , C. gloeosporioides, C. nymphaeae, C. acutatum, C. 

karstii, respectivamente. 
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Tabela 3. Grupos de compatibilidade vegetativa de mutantes nit de 
isolados uruguaios de Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum 

acutatum e Colletotrichum fragariae, causadores de Podridão Amarga em 
macieira. 

Código  
Espécie

a 
Sintom

a 
Origem Geográfica 

Coleçã
o 

GC
V 

C1 Cg PA Melilla-Montevideo Udelar 4 
C2 Cg PA Melilla-Montevideo Udelar 4 
C5 Cg PA Melilla-Montevideo Udelar 4 
C8 Cg PA Melilla-Montevideo Udelar 4 
C9 Cg PA Juanicó-Canelones Udelar 4 
C10 Cg PA Juanicó-Canelones Udelar 4 
C11 Ca PA Juanicó-Canelones Udelar nd* 
C14 Cg PA Progresso-Canelones Udelar nd 
C15 Cf PA Progresso-Canelones Udelar 10 
C18 Ca PA Juanicó-Canelones Udelar 12 
C20 Cg PA Progresso-Canelones Udelar 4 
C21 Cf PA Progresso-Canelones Udelar 11 

C29 Cg PA 
Las violetas-
Canelones 

Udelar 
4 

C38 Cg PA Progresso-Canelones Udelar 4 

*nd=Não definido 
a Cg , Cf, Ca representam C. gloeosporioides, C. fragariae e C. acutatum, 

respectivamente. 

 
Não foram identificados  isolados pertencentes aos grupos 10, 11, 

e 12 dentre os isolados brasileiros, nem  aos grupos 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8 e 9 
dentre os uruguaios. Os GCV 1 e 4 tiveram a maior porcentagem  de 
representantes  no Brasil e Uruguai,  com cerca de 20  e 60% dos isolados 
de cada país, respectivamente (Figura 9). 
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Figura 9- Distribuição percentual de isolados de Colletotrichum spp. 
causadores de Podridão Amarga (PA) e Mancha Foliar de Glomerella 
(MFG) nos grupos de compatibilidade vegetativa. A) isolados coletados 
no Brasil, e B) Uruguai. nd= Não definido. 
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Dentre os isolados brasileiros foram encontrados os grupos 1, 2, 4, 
5 e 6  naqueles coletados em Santa Catarina, e os grupos 1 e 3 no  Estado 
no Rio Grande do Sul. Quanto aos Estados (departamentos) uruguaios, 
identificou-se somente o grupo 4 no Departamento de Montevideo, e 
grupos 4, 10, 11 e 12 em Canelones (Tabelas 2 e 3).               

Os grupos  6,7, 9, 10, 11 e 12 possuíram somente isolados 
causadores de PA, e os grupos 5 e 8 representantes causadores de MFG. 
Já os grupos  os 1, 2, 3 e 4 apresentaram tanto isolados de PA quanto de 
MFG (Figura 9). 

Não foi possível observar reação de compatibilidade vegetativa 
entre isolados de diferentes espécies ou diferentes complexos. No 
complexo gloeosporioides foram identificados 6 GCVs, sendo que dois 
continham somente um isolado de C. fragariae cada (GCVs 10 e 11). 
Cinco GCVs foram identificados dentro do Complexo acutatum, sendo 
que dois (GCVs 6 e 7) continham somente isolados de C. nymphaeae e 
três de C. acutatum (GCVs 8, 9 e 12). Destes últimos, um GCV possuía 
somente um isolado do Uruguai, enquanto que os outros dois os isolados 
enviados da NCSU. Apenas um isolado encontrou-se no GCV 5, sendo o 
único do Complexo C. bonynense analisado.  

O isolado BR1 de C. gloeosporioides (Coleção NCSU) pertenceu 
ao GCV 2, juntamente com  três outros isolados brasileiros. Os isolados 
de C. acutatum (BRCa1;22; 27; ) não foram compatíveis com nenhum 
isolado  brasileiro ou uruguaio. Destes, somente os isolados BrCa22 e 
BrCa27 foram inclusos no mesmo GCV (Tabelas 2 e 3). 

 

5.2. Monitoramento do desenvolvimento de estruturas pré-
infectivas, tubos de anastomose conidial e migração de DNA 

5.2.1. Ensaios sobre lâminas de poliestireno 
 

Mesmo pipetando-se o mesmo volume e concentração conidial 
para todos os isolados, houve variação na densidade de conídios (DC) 
sobre as lâminas de poliestireno (Tabela 4).  
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Tabela 4- Densidade (DC), tempo de máxima germinação (TMG) e 
percentual de germinação conidial (GC) e de formação de apressórios 
(FA) e apressórios melanizados (FAM) por isolados de Colletotrichum 
spp. incubados sobre lâminas de poliestireno. 

Isolado Espéciea Tecido 
DC 

(conídios
/mm²)  

TMGb  
(h) 

GC 
(%) 

 FA        
(%) 

FAM        
(%) 

MANE 40 Cg Fruto 500 ±12c 22 79,1 69,7 86,4 

MANE 55 Cg Folha 496 ±08 14 73,9 66,6 91,2 

MANE 70 Cg Folha 765 ±38 18 87,2 84,0 88,7 

MANE 143 Cn Fruto 734 ±37 22 23,3 11.8 9,9 

MANE 144 Cn Fruto 716±18 16 60,0 47,6 22,9 

MANE 147 Cg Folha 596 ±56 14 91,3 91,3 98,8 

C15 Cf Fruto 833 ±131 24 16,6 16,6 98,0 

C18 Ca Fruto 700 ±18 22 8,8 1,1 0,0 

C21 Cf Fruto 625 ±68 24 27,2 25,4 96,8 

C29 Cg Fruto 541 ±24 22 31,0 15,1 32,5 

C38 Cg Fruto 595 ±56 16 23,5 11,0 43,2 

aCg, Cn, Cf, Ca representam C. gloeosporioides, C. nymphaeae, C. fragariae, C. 

acutatum,  respectivamente. 
b Definido por análise de regressão 
c Desvio padrão 
 

O tempo de máxima germinação conidial (TMG) bem como o 
percentual de germinação (GC) foram variáveis entre os isolados 
testados, especialmente entre àqueles obtidos a partir de fruto. Entretanto, 
os obtidos de folha apresentaram uma rápida e uniforme emissão de tubos 
germinativos e formação de apressórios melanizados (FAM). Esses 
atingiram o máximo percentual de germinação em até 18h de incubação. 
Já os isolados de fruto, com exceção do MANE 40, apresentaram menores 
percentuais de germinação e menor formação de apressórios (FA). 
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Isolados de C. nymphaeae e C. gloeosporioides obtidos de fruto, com 
exceção do MANE 40, formaram apressórios melanizados em menores 
quantidades em relação ao número de apressórios emitidos. Conídios de 
isolados de C. gloeosporioides originados de folha e de C. fragariae 
tiveram pelo menos 88,7% (MANE 70) dos apressórios melanizados 
(Tabela 4). 

Nenhum isolado de folha ou de C. fragariae formou tubos de 
anastomose conidial até às 24h de incubação. Somente isolados de fruto 
de C. gloeosporioides, C. acutatum e C. nymphaeae formaram estas 
estruturas durante este período (Tabela 5).  
 
Tabela 5- Classificação dos tipos de conexão e total de tubos de 
anastomose conidial (TACs) formados após 24h de incubação de conídios 
de Colletotrichum spp. sobre lâminas de poliestireno. 

Isolado Espéciea Tecido 
t-tb 

(tubos/m
m²) 

c-cc 
(tubos/mm²

) 

t-cd 
(tubos/
mm²) 

TACs totais 
(fusões/mm²) 

MANE 40 Cg fruto 6,6b 12,6 e 13,3 c 32,6 d 

MANE 55 Cg  folha 0 0 0 0 

MANE 70 Cg folha 0 0 0 0 

MANE 143 Cn fruto  6,0 b 131,3 a 22,7 b 160,3 a 

MANE 144 Cn fruto 6,7 b 106,7 b 42,0 a 155,4 a 

MANE 147 Cg folha 0 0 0 0 

C15 Cf fruto 0 0 0 0 

C18 Ca fruto 0,0 c 82,6 c 12,0 c 94,6b 

C21 Cf fruto 0,0 0 0 0 

C29 Cg fruto 12,7ª 36,7 d 40,7 a 90,1 b 

C38 Cg fruto 9,3ª 26,7 d 24,7 b 60,7 c 
a Abreviações: Cg, Cn, Cf e Ca  para C. gloeosporioides, C. nymphaeae, C. 

fragariae e C. acutatum, respectivamente. 
b, c, d t-t, c-c, t-c, referem-se as conexões do tipo tubo-tubo, conídio-conídio e tubo-
conídio, respectivamente. 
e Médias seguidas por mesma letra minúscula na coluna não diferem 
estatisticamente pelo teste de Scott-Knott (p≥0,05). 
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Os isolados que formaram o maior número de TACs totais foram 
o MANE 143 e MANE 144 de C. nymphaeae. Nestes, a presença desses 
tubos foi cerca de 80 % mais frequente que nos demais isolados.  

A conexão do tipo t-t foi a menos frequente nos seis isolados 
estudados, variando de 0 a 20% do número total de conexões. Os isolados 
C29 e C38 de C. gloeosporioides foram os que mais formaram este tipo 
de conexão, com valores até 41,7 e 65,3 % superiores aos outros isolados, 
respectivamente. Percentualmente, todos os isolados de C. 

gloeosporioides, inclusive o MANE 40, produziram TACs com este tipo 
de conexão, sendo mais frequente que nos demais isolados (Tabela 5 e 
Figura 10). 

Para todos os isolados do Complexo acutatum testados, o número 
de conexões do tipo c-c foi a mais frequente (Tabela 5, Figura 8, Figura 
10e e 10f).  Todos os isolados deste complexo formaram conexões do tipo 
c-c com valores semelhantes (Figura 10). 

 

Figura 10- Percentual de conexões do tipo tubo-tubo (t-t), conídio-
conídio (c-c) e tubo-conídio (t-c) de tubos de anastomose conidial (TACs) 
formados por conídios de Colletotrichum spp. da macieira, após 24h de 
incubação sobre lâminas de poliestireno.  
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As conexões do tipo t-c foram formadas em número variado 
conforme o isolado, sobretudo para o MANE 40, C29 e C38 de C. 

gloeosporioides. Nestes, estas conexões superaram as do tipo t-t em 40, 
69 e 37%, respectivamente. As conexões do tipo t-c não se diferenciaram 
da categoria c-c na mesma magnitude que da t-t. O número de conexões 
tipo t-c foi 9,4% menor que do tipo c-c para o isolado C38 e 19,5 e 9,8% 
maior para o MANE 40 e C29 respectivamente. Para todos os isolados do 
complexo acutatum, esta categoria foi proporcionalmente intermediária 
às outras duas (Tabela 5).  

Os TACs do tipo t-c foram mais frequentes nos isolados MANE 
40, C29 e C38 de C. gloeosporioides, os mesmos que apresentaram maior 
percentual de conexões do tipo t-t (Figura 9, Figura 11a, 11b e 11, d). Isso 
também é demonstrado pela elevada correlação positiva entre estas duas 
categorias (Tabela 6).  
 
Tabela 6- Correlação entre densidade (DC), percentual de germinação 
(GC), tempo de máxima germinação (TMG), formação de apressórios 
(FA), apressórios melanizados (FAM), total de tubos de anastomose 
conidial (TACs) e tipos de conexões formadas por isolados de 
Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum fragariae, 

Colletotrichum nymphaeae e Colletotrichum acutatum da macieira sobre 
lâminas de poliestireno. 

Variáveis DCb TGMa GC  FA FAM t-t c-c  t-c 
TAC 
total 

TAC total 0,20 0,16 -0,29 -0,57 -0,92* 0,57 0,97* 0,86*   
t-c -0,07 0,05 -0,14 -0,47 -0,77* 0,87* 0,70   
c-c 0,31 0,20 -0,31 -0,55 -0,89* 0,36    
t-t -0,34 0,07 -0,06 -0,37 -0,51     

FAM -0,14 -0,18 0,49 0,75*      
FA -0,31 -0,58 0,99*       
GC -0,37 -0,58        

TGM 0,33         
DC                   

*Correlação significativa segundo teste t (p≥0,1). 
a,b,c Tubos de anastomose conidial com conexão do tipo tubo-tubo, conídio-
conídio, tubo-conídio, respectivamente. 
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           Os isolados que não apresentaram formação de tubos de 
anastomose, como os de C. fragariae e C. gloeosporioides de folha, 
apresentaram elevado percentual de formação de apressórios melanizados 
e crescimento individualizado (Tabela 4 e Figura 13).  Foram encontradas 
correlações negativas altamente significativas entre o percentual de FAM 
e o número de TACs total, as conexões do tipo c-c e c-t (Tabela 6). 
           Não se observou correlação significativa entre a densidade de 
conídios e nenhum dos outros fatores analisados. O percentual de 
germinação correlacionou-se positivamente com o percentual de 
formação de apressórios, mas não com o de apressórios melanizados. Já 
o percentual de apressórios formados correlacionou-se positivamente 
com o percentual de apressórios melanizados. Houve alta correlação 
positiva entre o número de tubos de anastomose totais e as conexões do 
tipo c-c e t-c, e, mas não com t-t (Tabela 6). 
          Os isolados C29, MANE 144, MANE 143 e C18 emitiram tubos 
de anastomose a partir de 14h de incubação. Os isolados C38 e MANE 
40 produziram tubos de anastomose somente após as 16h de incubação. 
Esses isolados apresentaram também menor quantidade de tubos de 
anastomose às 24h, em relação aos isolados que iniciaram anteriormente 
sua emissão (Tabela 4 e Figura 10 e 11). 
         Para os isolados de C. acutatum e C. nymphaeae, a quantidade de 
conexões do tipo c-c destacou-se em relação às outras categorias durante 
todos os momentos de avaliação. O mesmo não ocorreu com isolados de 
C. gloeosporioides, nos quais a quantidade de conexões do tipo c-c e t-c 
foram semelhantes e mais numerosas que a categoria t-t, ao longo das 
horas de incubação. 
           Conexões do tipo t-t estavam presentes desde as 14h de incubação 
para todos os isolados, exceto para o MANE 143, que surgiu apenas às 
24h. Para o isolado C18, este tipo de conexão não foi detectado em 
nenhum dos momentos de avaliação. 
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Figura 11- Desenvolvimento dos diferentes tipos de conexões de tubos 
de anastomose (t-t, c-c, t-c) de Colettotrichum spp. ao longo de 24h de 
incubação sobre lâminas de poliestireno. t-t= Conexão do tipo tubo-tubo; 
c-c= conídio-conídio e t-c= tubo-conídio. 
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Os corantes iodeto de propídio e DAPI tiveram alta afinidade pelo 

material genético dos isolados de Colletotrichum testados, corando-o 
distintamente sobre lâminas de poliestireno. Foi possível observar para 
ambos os isolados testados nas duas colorações que conídios que não 
apresentaram nenhum desenvolvimento permaneceram com somente um 
núcleo amplo, arredondado e localizado na região central do conídio. 
Observou-se uma passagem de material genético de tamanho e número 
variados através dos TACs. Em alguns tubos, inúmeros núcleos foram 
encontrados. Alguns conídios que formaram TACs apareciam com mais 
de um material genético, as vezes de forma mais dispersa, sem 
delimitações claras. Alguns conídios que formavam os agrupamentos 
apresentavam-se sem material genético no momento da avaliação (Figura 
12c, e, f). 
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Figura 12-  Desenvolvimento de tubos de anastomose conidial sobre 
lâminas de poliestireno a) Isolado C29 em microscopia de luz e coloração 
com Azul de Tripan; b) Isolado C29 em microscopia de fluorescência e 
coloração com Calcofluor White; c) Isolado C29 em microscopia de 
fluorescência e coloração do material genético com Iodeto de Propídio; 
d) Isolado C38 sob microscopia de fluorescência corado com Calcofluor 
White; e) Isolado MANE 143 em microscopia de fluorescência e 
coloração do material genético com Iodeto de Propídio; f) Isolado MANE 
143 em microscopia de fluorescência e coloração do material genético 
com DAPI. Barra=10 µm. Setas indicam os TACs o asterisco um 
apressório hialino. 
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Figura 13- Desenvolvimento de estruturas pré-infectivas por conídios de 
isolados de  Colletotrichum fragariae (a) e Colletotrichum 

gloeosporioides (b, c, d) visualisados por microscopia de luz com adição 
de Azul de Tripan (a, c, d) e microscopia de fluorescência com Calcofluor 
White (b), após 24h de incubação sobre lâminas de poliestireno. a, b, c e 
d mostram o desenvolvimento de tubos germinativos e apressórios 
melanizados por conídios dos isolados C15, MANE 70, MANE 147 e 
MANE 55, respectivamente. Barra= 10 µm. Asterísticos representam 
apressórios melanizados 

5.2.2. Ensaios sobre folhas destacadas 
 

Sobre a superfície foliar, os isolados MANE 147 e C15 formaram 
apressórios melanizados, mas nenhum TAC após 48h de incubação. O 
isolado MANE 143 emitiu muitos TACs, com evidente destaque para o 
tipo de conexão c-c. Sobre folhas destacadas, o isolado C29 formou mais 
frequentemente TACs da categoria c-c, (Tabela 7 e Figura 14). 
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Tabela 7-  Densidade (DC), percentual de germinação (GC), total de 
tubos de anastomose conidiais (TACs) e diferentes tipos de conexões 
formadas por conídios de isolados de Colletotrichum gloeosporioides, 

Collettotrichum nymphaeae e Colletotrichum fragariae  incubados por 
48h sobre folhas de macieira. 

Variáveis 
Espécies 

Cg Cn Cf 

C29 MANE 147 MANE 143 C15 

DC (conídios/mm²) 86,7 72,1 79,7 67,5 
GC (%) 13,2 63,7 12,2 75,2 

TACs 

t-t (tubos/mm²) 45,1ab 0 11,3b 0 
c-c (tubos/mm²) 216,5a 0 229,8ª 0 
t-c (tubos/mm²) 60,4a 0 42,4b 0 

TAC total (tubos/mm²) 322a 0 283,3ª 0 
a Abreviações: Cg, Cn, Cf  para  C. gloeosporioides, C. nymphaeae, C. fragariae, 
respectivamente. 
b Médias seguidas por mesma letra minúscula na coluna não diferem estatisticamente 
pelo teste de Scott-Knott (p≥0,05) 
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Figura 14- Desenvolvimento de estruturas pré-infectivas e tubos de 
anastomose por conídios de Colletotrichum gloeosporioides (a, b, c), 
Colettotrichum fragariae (d) e Colletotrichum nymphaeae (e, f), 
visualisados em microscopia de luz com adição de Azul de Tripan  (b, c, 
d, e) e microscopia de fluorescência com Calcofluor White (a, d), após 
48h de incubação sobre folhas destacadas de macieira.  a e b) Isolado C29 
com formação de tubos de anastomose conidial; c e d) Isolados MANE 
147 e C15, respectivamente, sem formação de tubos de anastomose 
conidial e desenvolvimento de apressórios melanizados e; e e f) Isolado 
MANE 143 com formação de tubos de anastomose conidial. Setas 
vermelhas representam tubos de anastomose conidiais. 
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6. DISCUSSÃO 
 

Geralmente, isolados de C. acutatum, C. gloeoporioides e C. 

fragariae da macieira formaram setores resistentes ao clorato de potássio 
(1,5%). Isto está em concordância com  Hamada (2005), Gonzáles; Sutton 
& Correl (2006) e Freeman & Katan (1997). Por outro lado, observou-se 
uma menor frequencia na formação de setores resistentes ao clorato para 
os isolados de C. acutatum. Mesmo quando se utilizou uma maior 
concentração de clorato (4,5%)  no meio não foi possível aumentar a 
frequência de mutantes. A determinação dos grupos de compatibilidade 
vegetativa utilizando o agente mutagênico clorato de potássio e o 
pareamento em Meio Mínimo também vem sendo aplicada com sucesso 
para espécies de Fusarium (Puhalla, 1985). 

Aparentemente, diferenças na sensibilidade ao agente mutagênico 
clorato podem ser encontradas não somente entre espécies de 
Colletotrichum, mas também entre isolados de uma mesma espécie. 
Assim, por exemplo, o isolado C37 (C. fragariae) não produziu setores 
ou mutantes nit, mesmo em elevadas concentrações de clorato no meio de 
cultura.  Isso também foi relatado para Aspergilus flavus e Verticllium 

dahliae do pistache e do algodão, nos quais 14, 4 e 3%  dos isolados 
testados não formaram setores, respectivamente (Bayman & Cotty, 1990; 
Hadizadeh & Banihashemi, 2007). A tendência à formação de setores em 
clorato é hereditária (Klittich, Correll & Leslie, 1988), pode haver 
isolados com menor sensibilidade a agentes mutagênicos. Também, é 
possível que a cultura monospórica possa ter selecionado um conídio que 
eventualmente perdeu esta resistência por mutações, assim não 
transferindo-a para as células vegetativas do mesmo. 

Para nenhum dos mutantes testados foi possível realizar a 
classificação fenotípica utilizando as diferentes fontes de nitrogênio, 
embora estes fossem claramente deficientes na utilização de nitrato, 
devido seu crescimento ralo em MM. Existem divergências na literatura 
acerca deste resultado, pois alguns autores como Beever, Olsen & Parkes 
(1995), Brooker, Leslie & Dickman (1991) e Lardner et al. (1999) 
obtiveram sucesso na classificação fenotípica de C. gloeosporioides e C. 

acutatum da macieira. Por outro lado, Freeman & Katan (1997) não 
conseguiram classificar fenotipicamente utilizando esta técnica, isolado 
de  C. gloeosporioides, C. acutatum e C. fragariae do morangueiro. 
Hamada (2005) não produziu testers, pareando isolados mutantes 
quaisquer entre si e Gonzáles, Sutton & Correll (2006) utilizaram uma 
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metodologia similar a utilizada no presente trabalho. É possível que a 
mutação relacionada ao metabolismo do nitrato tenha ocorrido em outros 
loci que codificam para produção de outras enzimas envolvidas nesta via, 
impedindo a assimilação adequada do nitrato. No caso de Aspergillus, 
existem 10 loci indentificados onde  a mutação pode ocorrer. Em N. 

crassa, há 8 loci identificados (Marzluf, 1961). Entretanto, o uso de  
nitrito e hipoxantina como fonte de nitrogênio identificam apenas os 
mutantes NitM, nit1, nit2 e nit3 (Brooker, Leslie & Dickman, 1991). 
Assim, é possível também que tenham sido produzidos 100% de mutantes 
nit1 para os isolados testados, porém é pouco provável que as quatro 
espécies testadas apresentassem exatamente o mesmo comportamento. 
Embora a proporção de mutantes nit1 seja muito superior à outros loci, 
(Correll; Klittich & Leslie, 1987), para C. gloeosporioides da macieira e 
C. fragariae do morangueiro, foram encontrados os mutantes na 
frequência fenotípica de 6,5:2,5:1 e 7:2,5:0 (nit1:nit3:NitM), 
respectivavmente (Brooker; Leslie & Dickman, 1991). Portanto, isto 
descartaria, na maioria dos casos, a hipótese de não terem sidos testados 
mutantes em quantidade suficientes para que as outras classes fossem 
encontradas. 

O método adaptado de Gonzáles (2003) para obtenção de testers 
foi eficiente,  designando GCVs de forma estável e reproduzível. Uma 
evidência disto é que mesmo após a permanência dos isolados BR1, 
BRCa1,BRCa22 e BRCa27 a -20°C por 12 anos, estes produziram testers 
e foram enquadrados em GCVs, conforme descrito por aqueles autores.              

Geralmente, isolados de uma mesma espécie originados de regiões 
isoladas geograficamente, pertencem a GCVs distintos. Sharif; Zare & e 
Rees-George (2008) classificaram em grupos difererentes os isolados de 
Fusarium solani da batata provenientes do Irã e da Nova Zelândia. No 
caso de Colletotrichum spp. da macieira, isolados do Brasil e EUA foram 
classificados em GCVs distintos por Gonzáles, Sutton & Correll (2006). 
De forma semelhante, Varzea, Rodrigues e Lewis (2002) classificaram 
isolados de Colletotrichum kahawe do cafeeiro coletados em países 
vizinhos da África central pertenciam aos mesmos GCVs, mas eram 
distintos daqueles coletados na China. No entanto, isolados de diferentes 
continentes podem, algumas vezes, pertencer ao mesmo  GCV. Por 
exemplo, isolados de Giberella pulicaris da batata coletados na Austrália 
e Inglaterra foram classificados no mesmo GCV (Desjardins, 1995). 
Também, isolados australianos, europeus e norte-americanos de 
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Colletotrichum coccodes da batata foram equadrados no mesmo GCV 
(Ben-Daniel et al., 2010). 

Distâncias mais curtas, onde um hospedeiro cresça de forma semi-
contínua numa região,  são geralmente insuficientes para criar 
subpopulações de fungos distintas.  Por isso, isolados de Colletotrichum 
ssp. com origem nos estados vizinhos da Estado da Carolina do Norte e 
Georgia apresentaram-se no mesmo grupo, assim como um isolado do 
Tennessee foi classificado no mesmo grupo que isolados da Georgia 
(Gonzáles, Sutton & Correll, 2006). O mesmo ocorreu no presente 
trabalho, em que isolados provenientes do RS pertenceram ao mesmo 
GCV que isolados coletados em SC. Como esperado isolados coletados 
no Departamento de Canelones perteceram ao mesmo GCV que os 
originários de Montevidéu.  Há uma vasta área que compreende grande 
parte do Estado do Rio Grande do Sul e o Uruguai onde a macieira não é 
cultivada. Esta barreira física apresentada na forma de separação 
geográfica pode ter sido o suficiente para criar populações distintas de 
Colletotrichum, pela impossibilidade de recombinação e troca de material 
genético por vias sexuais e parassexuais. 

Uma etapa essencial para a determinação de GCVs  é a seleção de 
um “tester forte” (Correll, Puhalla & Schneider, 1986a), do contrário 
pode-se obter  resultados falso- negativos (Correll, Klittich & Leslie, 
1987). Quando foram utilizados como tester os mutantes nit1 e nit3 do 
isolado identificador da raça 2, um total de 64% dos isolados de F. 

oxysporum f. sp. apii  testados não foram compatíveis com o 
identificador. Porém, todos os mutantes dos isolados testados foram 
compatíveis com um mutante extra, designado nitC, bem como os 
próprios nit1 e nit3 do mesmo isolado. Posteriormente, este mutante nitC 
foi denominado NitM (Correll, Puhalla & Schneider, 1986a). Este é tido 
como o mais confiável para ser usado como tester.  

No presente trabalho, isolados de diferentes complexos ou espécies 
jamais perteceram ao mesmo GCV. Isso está de acordo com  Gonzáles, 
Sutton & Correll (2006) estudando  C. gloesoporioides e C. acutatum da 
macieira e com Varzea, Rodrigues e Lewis (2002) para C. 

gloeosporioides, C. acutatum e C. kahawe do cafeeiro. 
O isolado BR1, coletado no Brasil em 2001 foi compatível com 

outros três isolados brasileiros da coleção da UFSC. Isso denota que parte 
da população de C. gloeosporioides permaneceu inalterada  em relação à 
compatibilidade vegetativa.  Por outro lado, foram encontrados cinco 
GCVs de C. gloeosporioides, enquanto que  Gonzáles, Sutton & Correll 
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(2006) encontraram somente dois. Deste modo, pode-se concluir que há 
uma maior variabilidade genética na população desta espécie no sul do 
país que no momento da realização do trabalho daqueles autores. Para 
isolados do Complexo C. acutatum foram identificados GCVs distintos 
daqueles de Gonzáles, Sutton & Correll (2006). Isso sugere que os 
isolados atuais constituem uma população geneticamente diferente da 
população de 2001. Porém, seria necessário testar maior número de 
isolados desse complexo para que isso fosse ou não confirmado.   

A formação de tubos de anastomose é essencial  para formação de 
heterocárions, possibilitando a fusão das hifas de isolados diferentes 
(Jacobson & Gordon, 1988; Correll, Puhalla & Schneider, 1986b; Correll, 
Klittich & Leslie, 1987).  Tubos de anastomose permitem a troca de 
material genético e citoplasmático (Roca et al. 2003; Roca et al., 2004). 
Assim, GCVs subdividem populações que podem trocar material genético 
(Brooker, Leslie & Dickman, 1991). Como três dos doze GCVs 
continham isolados tanto de fruto quanto de folha,  provavelmente 
isolados de MFG podem trocar material genético com isolados 
causadores de PA. Isto está de acordo com  Leslie(1993), que afirma que 
isolados fisiologicamente distintos podem se fundir assexuadamente, 
formando heterocárions estáveis. Desta forma, é possível que através do 
ciclo parassexual e intercâmbio genético, isolados que antes não possuíam 
a capacidade de infectar folhas, passem a adiquirí-la. Também, é possível 
que a partir da combinação de isolados de PA e MFG gere novos isolados 
com dupla aptidão infectiva, originando populações de Colletotrichum 

spp. que podem provocar doença em folhas e frutos.  
Visto que a disseminação do inóculo se dá pela água da chuva 

(Katsurayama & Boneti, 2009), a mesma água que caiu sobre a lesão na 
folha pode escorrer para os frutos e vice-versa, carregando conídios de 
um órgão para o outro. Ainda que conídios provenientes da folha não 
tenham capacidade de gerar PA estando sobre o fruto, ou mesmo o 
contrário, estando na presença de outros conídios que possuem esta 
capacidade, podem formar tubos de anastomose e heterocárions estáveis, 
que poderia resultar em  maior variabilidade do fungo.  Como a maior 
variabilidade, novos isolados mais aptos e agressivos podem surgir, além 
daqueles que adquiriram capacidade de infectar cultivares que 
anteriormente eram resistentes (Jiménes-Gasco et al., 2004). 

A fusão dos tubos de anastomose é o primeiro evento que 
possibilita ou não a formação dos heterocárions e troca de material 
genético (Jacobson & Gordon, 1988), pois a reação de incompatibilidade 
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pode se dar inicialmente a nível de parede celular. Mutantes de isolados 
de V. dahliae tidos como incompatíveis, quando tiveram somente seu 
protoplasto fundido foram capazes de formar herocárions (Typas, 1983). 
No presente trabalho esta incompatibilidade não foi observada, pois os 
TACs formados apresentavam-se totalmente fundidos.  

A formação de TACs parece ser um fenômeno comum a espécies 
de Colletotrichum em diferentes hospedeiros, tais  como C. 

lindemuthianum do feijoeiro (Roca et al., 2003; Roca, et al., 2004; Roca, 
Read & Wheals, 2005, Ishikawa et al., 2010; Ishikawa et al., 2012) e C. 

gossypii do algodão (Roca, et al., 2004), C. acutatum da amêndoa 
(Wharton & Diéguez-Uribeondo, 2004) e C. gloeosporioides do cafeeiro 
(Roca et al. 2003), e uma espécia ainda não identificada de 
Colletotrichum do feijão caupí (Latunde-Dada et al., 1999). 

A formação de TACs parece estar intimamente relacionada a 
características intrínsecas do próprio isolado, tanto para o número de 
tubos formados, quanto o tipo de conexão. Ishikawa et al. (2010) e Araújo 
& Stadnik (2013b) também obteveram diferentes quantidades de tubos 
formados, dependendo do isolado utilizado. A formação de TACs parece 
ser uma característica frequente de isolados de C. gloeosporiodes e C. 

acutatum causadores de PA , embora sejam necessários maiores estudos 
com outros isolados.  

Os conídios de isolados que não formaram TACs tiveram alta  
germinação, diferenciação do apressório e acúmulo de melanina. Esses 
processos exaurem  rapidamente as  reservas de energia do conídio 
(Ferreira et al., 2006) que poderiam ser utilizadas para formação de 
TACs. Visto que TACs e apressórios de Colletotrichum são mais 
facilmente formados em condições de baixa disponibilidade de nutrientes 
exógenos (Dean, 1997; Ishikawa  et al., 2010, Gonçalves & Stadnik, 
2012), ambos os  processos são quase que totalmente dependentes da 
energia armazenada no conídio. Assim, a formação dessas estruturas 
podem competir em demanda de nutrientes e energia, o que explicaria a 
elevada correlação negativa entre o percentual de apressórios 
melanizados e número de TACs. 

Os conídos de espécies que não formaram TACs produziram, em 
geral, apressórios sésseis, típicos de algumas espécies do gênero 
Colletotrichum  (Bailey et al., 1992) e frequentemente melanizados, como 
observado por Gonçalves & Stadnik (2012). A presença da melanina nos 
apressórios dos fungos é essencial para patogênese (Thines; Weber & 
Talbot, 2000; Kubo et al.,1991) para fungos tais como Colletotrichum 
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ssp. penetram diretamente pela cutícula (O’Connell et al., 2000; 
Woloshuk & Sisler, 1982). Assim, a formação de apressório e seu 
acúmulo de melanina é uma forma de rapidamente obter nutrientes de seu 
hospedeiro. Diferentemente, os TACs podem tanto aumentar a 
variabilidade genética da população (Ishikawa et al., 2010b), quanto 
translocar nutrientes (Read et al., 2009), distribuindo-os pelos diferentes 
conídios (Roca et al., 2005). Desta forma, num conjunto de conídios em 
que o percentual de formação de apressórios melanizados é elevado, 
conseguindo rapidamente infectar e obter os nutrientes diretamente do 
hospedeiro, a habilidade de formação de TACs para proporcionar a 
distribuição desses nutrientes seria praticamente desnecessária.  

Semelhanças nos  processos de formação  de apressórios e TACs 
já foi observada para leveduras por Read & Roca (2006).  Primeiramente, 
a formação de ambas as estruturas requer adesão celular e digestão da 
parede. Também, a MAP kinase (mitogen activated protein) tem um papel 
fundamental tanto na diferenciação e melanização do  apressório (Takano 
et al., 2000; Thines, Weber & Talbot, 2000) como também na indução de 
TACs (Liu et al., 2011;  Glass, & Fleissner, 1994). Assim, as vias de 
biossintese de compostos envolvidos na formação dos TACs e apressórios 
melanizados podem acabar competindo por metabólitos em comum.  

A frequência de formação de cada categoria de TAC depende da 
espécie e isolado. Em geral, TACs que conectam dois tubos germinativos 
parecem ser menos  comuns do que os que conectam dois conídios (Roca 
et al. 2005; Roca, Read & Wheals, 2005). A emissão de TACs a partir do 
tubo foi claramente observada para N. crassa (Roca  et al., 2005), mas 
para Colletotrichum spp. os resultados ainda são escassos (Roca  et al., 
2003; Ishikawa et al., 2009; Ishikawa et al., 2010). Isso pode ocorrer 
devido ao fato de que, muitas vezes, a distinção entre tubos germinativos 
e TACs é muito mais difícil de ser realizada para Colletotrichum do que 
para N. crassa (Ishikawa et al., 2009; Ishikawa et al., 2010).  

Seja conectando dois tubos germinativos ou um tubo e um conídio, 
os TACs emitidos a partir de tubos germinativos eram, em geral, menos 
frequente que os emitidos do conídio.  Isso explicaria a correlação 
significativa entre conexões do tipo t-t e t-c, pois ambas dependem de 
emissão a partir do tubo germinativo para que ocorram. Isso pode denotar 
que a regulação do processo de emissão de TAC a partir do tubo 
germinativo  pode ser diferente daqueles emitidos por conídios. Isso foi 
sugerido por Ishikawa et al., (2010), que afirmaram que não é claro se os 
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TACs emitidos dos tubos geminativos se diferem das hifas de fusão curtas 
na colônia madura, formadas por processos diferentes (Read et al., 2009).  

O desenvolvimento semelhante dos TACs sobre poliestireno e 
folhas destacadas indica que o poliestireno é uma superfície eficiente na 
simulação da cutícula foliar. Superfícies inertes e semi-hidrofílicas ou 
hidrofílicas, como o celofane e poliestireno, são comumente utilizadas na 
simulação do tecido do hospedeiro (Xiao et al., 1994; Beleski-Carneiro, 
Sugui & Reicher, 2002; Fudal et al., 2007), inclusive para C. 

gloeosporioides da macieira (Gonçalves & Stadnik, 2012; Shane & 
Sutton, 1981).  

A formação de TACs sobre superfície foliar também foi relatada 
por Latunde-Dada et al. (1999), Ishikawa et al. (2009) e Araújo & Stadnik 
(2013b). Isso revela que estas estruturas são formadas em condições 
naturais, podendo ser uma das formas de que espécies de Colletotrichum 
utilizam para gerar variabilidade genética. Assim como em lâminas de 
poliestireno, a conexão do tipo t-t foi menos frequente e o isolado que 
emitiu mais TACs com este tipo de conexão, também desenvolveu mais 
daquelas do tipo t-c. Isso reforça a hipótese de que os processos de 
emissão do TACs a partir do tubo germinativo e diretamente do conídio 
podem ser dados por mecanismos distintos, mas que ocorrem 
concomitantemente.    

A realização de estudos do processo de formação de tubos de 
anastomose em Colletotrichum spp. da macieira é uma ferramenta útil 
para caracterização de isolados, populações, espécies, ou complexos. 
Também, pode fornecer informações interessantes, tanto quando se 
observa este processo como um mecanismo para aquisão de variabilidade, 
quanto de preservação e proteção do material genético pela produção de 
cópias e trânsito destas para outros conídios mais aptos à sobrevivência.  
Além disso, a formação de tubos de anastomose pode ser estudada como 
uma forma de sobrevivência do organismo num ambiente não propício.  

A observação de TACs pode fornecer informações sobre como é 
dada parte da aquisição da variabilidade em uma população de 
Colletotrichum spp, sobretudo, quando realizada sobre a superfície do 
hospedeiro. Desta forma, é possível obter informações precisas sobre 
como ocorreria o processo na natureza. Outras técnicas poderiam ser 
futuramente aplicadas para alcançar maior detalhamento no 
monitoramento deste evento. Adicionalmente ao uso de corantes, 
Ishikawa et al. (2012) e Ruiz-Roldán et al. (2010) utilizaram  fungos que 
tornaram-se quiméricos após sofrerem transformação genética, 
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adquirindo a capacidade de expressar GFP (green fluorescent protein), 
RFP (red fluorescent protein) (Ishikawa et al., 2012) ou ChFP (cherry 

fluorescent protein) (Ruiz-Roldán et al., 2010). Com estas técnicas, é 
possível observar o desenvolvimento do organismo vivo e monitorar a 
dinâmica nuclear ao longo do tempo.             

Alguns isolados, como o MANE 55 e MANE 70 não formaram 
TACs sobre lâminas de poliestireno, mas foram amplamente 
autocompatíveis quando pareados seus mutantes auxotróficos. É possível 
que isto corrobore com algumas críticas existentes sobre a aplicação 
destes mutantes para verificação da compatibilidade. Caten & Jinks 
(1966) afirmam que o uso de mutantes auxotróficos como marcadores 
genéticos seletivos é um método forçado, em que são suplantandas as 
barreiras naturais que ocasionariam a autoincompatibilidade. Outra 
hipótese seria de que a presença de nutrientes venha a favorecer a 
formação de hifas de fusão na colônia madura que podem acelerar o 
processo de emissão do tubo germinativo (Gonçalves & Stadnik, 2012; 
Araújo, Gonçalves & Stadnik, 2014) e torná-lo mais longo (Araújo, 
Gonçalves & Stadnik, 2014). Assim, a colônia poderia desenvolver-se 
mais rapidamente e com hifas mais longas, proporcionando uma maior 
área superficial para formação de hifas de fusão.  

Outra razão pelo qual os isolados MANE 55 e MANE 70 foram 
autocompatíveis em MM, mas em poliestireno não fomaram TACs, seria 
a impossibilidade da formação de apressórios sobre superfícies 
hidrofílicas, como o ágar. Como tubos germinativos são estimulados à 
formação de apressórios em superfícies com características hidrofóbicas 
(Xiao et al., 1994; Kamakura et al., 2002), sobre o meio de cultura 
esperaria-se a formação de menor número de apressórios melanizados. 
Assim, na falta de estímulo à formação destes, compostos envolvidos na 
cascata da MAP kinase que seriam utilizados para desencadear a 
diferencialção do apressório e seu acúmulo de melanina, podem ser 
utilizados para formação de tubos de anastomose. Porém mais estudos são 
necessários para esclarecer estas relações. 

Comparações silmutâneas dos dois métodos para averiguação da 
compatibilidade vegetativa e transferência de componentes genéticos 
devem ser feitas com cautela. De qualquer modo, ambos podem fornecer 
informações sobre o processo de geração de variabilidade por meios 
parassexuais, porém o método utilizado para verificar a formação de 
TACs parece mais se aproximar de uma condição natural. 
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De fato, estudos sobre o processo de parassexualidade podem gerar 
muitas informações interessantes acerca das populações de 
Colletotrichum spp. da macieira. Embora o desencadeamento deste 
fenômeno pareça comum para algumas espécies do gênero, a frequência 
é dependente de características inerentes aos isolados. Há evidências que 
patógenos causadores de PA e MFG possam trocar material genético, 
porém isso deve ser avaliado em condições naturais, bem como o efeito 
disto no aumento da agressividade e na ampliação do espectro de 
hospedeiros. O aparente antagonismo entre os processos de formação de 
TACs e formação e melanização de apressórios deve ser averiguado,  
podendo tornar-se um objeto de interesse para pesquisas futuras. 
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8. ANEXOS 

Anexo 1- Penrcentual de germinação conidial de isolados de 
Colletotrichum spp. da macieira, ao longo de 24h de incubação sobre 
lâminas de poliestireno. 

Experimento 1 

Isolado 
Tempo de incubação (h) 

14 16 18 20 22 24 
MANE 40 39,6 51,4 51,7 52,3 64,2 76,5 
MANE 55 63,3 67,2 67,2 71,8 71,8 79,5 
MANE 70 65,8 69,2 73,1 73,0 72,9 83,1 
MANE 143 9,9 10,3 13,4 13,3 17,1 20,3 
MANE 144 31,7 49,2 57,9 58,4 61,4 61,6 
MANE 147 82,5 84,9 84,0 83,6 85,2 83,8 
C15 4,6 6,8 11,0 11,1 11,3 16,6 
C18 1,0 2,3 3,5 7,0 7,1 7,8 
C21 13,9 16,2 16,5 20,1 23,3 28,9 
C29 8,4 15,5 17,7 21,9 29,8 31,9 
C38 13,5 18,8 19,1 18,7 19,5 21,1 

Experimento 2 

Isolado 
Tempo de incubação (h) 

14 16 18 20 22 24 
MANE 40 55,3 59,4 60,0 71,8 78,3 81,8 
MANE 55 64,0 65,9 64,3 64,3 67,9 68,4 
MANE 70 55,8 60,5 76,3 81,8 84,2 91,4 
MANE 143 18,8 22,3 22,8 24,2 24,3 26,2 
MANE 144 27,1 47,6 52,9 56,6 56,7 58,4 
MANE 147 94,5 95,8 95,6 95,3 95,8 98,8 
C15 4,8 5,7 10,7 11,8 12,0 16,7 
C18 2,0 2,1 3,2 5,7 9,0 9,9 
C21 10,9 12,5 12,7 17,6 20,5 25,6 
C29 14,3 21,0 22,2 25,0 29,9 30,2 
C38 10,7 18,6 19,2 23,3 25,3 26,0 
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Média Experimento 1 x Experimento 2 

Isolado 
Tempo de incubação (h) 

14 16 18 20 22 24 
MANE 40 47,4 55,4 55,9 62,0 71,2 79,1 
MANE 55 63,7 66,5 65,8 68,0 69,8 73,9 
MANE 70 60,8 64,9 74,7 77,4 78,6 87,2 
MANE 143 14,4 16,3 18,1 18,7 20,7 23,3 
MANE 144 29,4 48,4 55,4 57,5 59,1 60,0 
MANE 147 88,5 90,4 89,8 89,4 90,5 91,3 
C15 4,7 6,3 10,9 11,5 11,6 16,6 
C18 1,5 2,2 3,4 6,4 8,1 8,8 
C21 12,4 14,4 14,6 18,9 21,9 27,2 
C29 11,3 18,3 20,0 23,4 29,9 31,0 
C38 12,1 18,7 19,2 21,0 22,4 23,5 

 
 
Anexo 2- Penrcentual de formação de apressórios por conídios de 
isolados de Colletotrichum spp. da macieira, ao longo de 24h de 
incubação sobre lâminas de poliestireno. 
 

Experimento 1 

Isolado 
Tempo de incubação (h) 

14 16 18 20 22 24 
MANE 40 35,2 46,4 46,5 46,9 59,1 71,2 
MANE 55 56,2 59,6 59,2 64,8 65,0 71,9 
MANE 70 62,9 66,7 70,6 70,7 70,3 80,7 
MANE 143 6,2 6,3 7,0 6,4 7,4 8,8 
MANE 144 20,5 37,3 46,8 47,1 48,2 48,2 
MANE 147 80,8 83,3 82,2 81,3 83,0 81,3 
C15 3,7 6,1 10,6 10,7 10,4 13,0 
C18 0,0 0,0 0,6 1,1 1,0 1,3 
C21 13,2 15,2 15,1 17,6 20,3 25,9 
C29 4,6 9,3 9,1 10,9 11,0 15,0 
C38 8,0 10,7 11,1 10,6 10,5 10,4 
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Experimento 2 

Isolado 
Tempo de incubação (h) 

14 16 18 20 22 24 
MANE 40 44,4 48,0 48,8 60,1 64,2 68,2 
MANE 55 57,2 57,8 57,4 57,0 61,1 61,4 
MANE 70 52,4 57,3 73,1 78,2 80,3 87,3 
MANE 143 11,5 13,9 14,2 13,3 12,8 14,8 
MANE 144 19,8 39,2 44,2 45,7 45,2 47,0 
MANE 147 92,8 94,4 93,4 93,6 94,0 96,6 
C15 4,0 5,2 10,3 11,1 11,5 14,2 
C18 0,0 0,0 0,4 0,2 1,1 1,0 
C21 10,5 12,3 12,2 17,0 19,8 24,9 
C29 7,2 11,0 11,8 11,5 14,1 15,2 
C38 6,5 10,2 10,0 10,2 10,9 11,6 

Média Experimento 1 x Experimento 2 

Isolado 
Tempo de incubação (h) 

14 16 18 20 22 24 
MANE 40 39,8 47,2 47,7 53,5 61,6 69,7 
MANE 55 56,7 58,7 58,3 60,9 63,0 66,6 
MANE 70 57,7 62,0 71,8 74,5 75,3 84,0 
MANE 143 8,8 10,1 10,6 9,8 10,1 11,8 
MANE 144 20,1 38,3 45,5 46,4 46,7 47,6 
MANE 147 86,8 88,9 87,8 87,4 88,5 89,0 
C15 3,9 5,7 10,5 10,9 10,9 13,6 
C18 0,0 0,0 0,5 0,6 1,0 1,1 
C21 11,9 13,7 13,7 17,3 20,0 25,4 
C29 5,9 10,1 10,4 11,2 12,5 15,1 
C38 7,3 10,4 10,6 10,4 10,7 11,0 
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Anexo 3- Percentual de formação de apressórios melanizados por 
conídios de isolados de Colletotrichum spp. da macieira que formaram 
apressório, ao longo de 24h de incubação sobre lâminas de poliestireno. 

Experimento 1 

Isolado 
Tempo de incubação (h) 

14 16 18 20 22 24 
MANE 40 57,3 60,9 63,8 73,6 86,3 82,2 
MANE 55 71,6 88,6 89,8 87,5 86,8 95,7 
MANE 70 89,6 89,2 87,7 90,9 96,3 91,9 
MANE 143 7,3 7,3 10,5 9,2 11,4 9,7 
MANE 144 14,9 31,7 25,4 24,2 23,7 23,4 
MANE 147 99,0 97,7 100,0 100,0 100,0 99,6 
C15 100,0 100,0 100,0 100,0 96,4 97,9 
C18 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C21 97,4 96,8 97,7 98,7 96,6 93,7 
C29 26,9 20,3 22,4 17,7 37,4 36,9 
C38 14,8 10,5 37,3 52,4 53,1 55,0 

Experimento 2 

Isolado 
Tempo de incubação (h) 

14 16 18 20 22 24 
MANE 40 84,0 85,5 95,6 83,0 94,8 90,6 
MANE 55 86,1 86,0 86,9 92,5 87,6 86,7 
MANE 70 90,6 85,9 86,6 90,4 91,5 85,4 
MANE 143 8,0 8,6 10,1 10,4 10,7 10,1 
MANE 144 35,6 24,2 24,3 20,0 23,7 22,5 
MANE 147 94,0 96,0 97,0 96,3 98,1 97,9 
C15 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 98,0 
C18 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C21 95,9 97,9 98,2 98,6 97,3 100,0 
C29 16,3 16,9 13,2 18,4 33,4 28,1 
C38 0,0 15,3 24,2 20,6 32,6 31,3 
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Média Experimento 1 x Experimento 2 

Isolado 
Tempo de incubação (h) 

14 16 18 20 22 24 
MANE 40 70,6 73,2 79,7 78,3 90,5 86,4 
MANE 55 78,8 87,3 88,3 90,0 87,2 91,2 
MANE 70 90,1 87,6 87,2 90,6 93,9 88,7 
MANE 143 7,6 8,0 10,3 9,8 11,0 9,9 
MANE 144 25,3 27,9 24,9 22,1 23,7 22,9 
MANE 147 96,5 96,8 98,5 98,2 99,0 98,8 
C15 100,0 100,0 100,0 100,0 98,2 98,0 
C18 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C21 96,6 97,3 98,0 98,7 96,9 96,8 
C29 21,6 18,6 17,8 18,1 35,4 32,5 
C38 7,4 12,9 30,7 36,5 42,8 43,2 

 
 
Anexo 4- Desenvolvimento de tubos de anastomose conidial com 
conexão do tipo t-t formados por Colletotrichum spp. da macieira, ao 
longo de 24h de incubação sobre lâminas de poliestireno. 

Experimento 1 

Isolado 
Tempo de incubação (h) 

14 16 18 20 22 24 
MANE 40 0,0 0,0 0,0 4,0 4,0 5,3a* 
MANE 55 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
MANE 70 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
MANE 143 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 5,3a 
MANE 144 1,3 2,7 4,0 4,0 6,7 8,0a 
MANE 147 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C15 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C18 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C21 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C29 0,0 5,3 2,7 5,3 6,7 13,3a 
C38 0,0 0,0 0,0 4,0 8,0 9,3a 
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Experimento 2 

Isolado 
Tempo de incubação (h) 

14 16 18 20 22 24 
MANE 40 0,0 0,0 2,7 4,0 4,0 8,0a 
MANE 55 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
MANE 70 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
MANE 143 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 6,7a 
MANE 144 0,0 1,3 2,7 2,7 4,0 5,3a 
MANE 147 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C15 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C18 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0b 
C21 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C29 0,0 1,3 5,3 10,7 10,7 12,0a 
C38 0,0 0,0 2,7 5,3 6,7 9,3a 

Média Experimento 1 x Experimento 2 

Isolado 
Tempo de incubação (h) 

14 16 18 20 22 24 
MANE 40 0,0 0,0 1,3 4,0 4,0 6,7b 
MANE 55 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
MANE 70 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
MANE 143 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 6,0b 
MANE 144 0,7 2,0 3,3 3,3 5,3 6,7b 
MANE 147 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C15 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C18 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0c 
C21 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C29 0,0 3,3 4,0 8,0 8,7 12,7a 
C38 0,0 0,0 1,3 4,7 7,3 9,3a 

*Médias seguidas por mesma letra minúscula na coluna não diferem 
estatisticamente pelo teste de Scott-Knott (p≥0,05). 
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Anexo 5- Desenvolvimento de tubos de anastomose conidial com 
conexão do tipo c-c formados por Colletotrichum spp. da macieira, ao 
longo de 24h de incubação sobre lâminas de poliestireno. 

Experimento 1 

Isolado 
Tempo de incubação (h) 

14 16 18 20 22 24 
MANE 40 0,0 0,0 0,0 0,0 9,3 12,0d* 
MANE 55 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
MANE 70 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
MANE 143 14,7 29,3 34,7 66,7 86,7 125,3a 
MANE 144 13,3 44,0 53,3 90,7 88,0 88,0b 
MANE 147 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C15 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C18 14,7 26,7 33,3 52,0 66,7 70,7b 
C21 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C29 9,3 8,0 17,3 24,0 38,7 46,7c 
C38 0,0 0,0 1,3 8,0 16,0 20,0d 

Experimento 2 

Isolado 
Tempo de incubação (h) 

14 16 18 20 22 24 
MANE 40 0,0 0,0 2,7 10,7 10,7 13,3c 
MANE 55 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
MANE 70 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
MANE 143 16,0 34,7 37,3 73,3 105,3 137,3a 
MANE 144 28,0 53,3 77,3 90,7 92,0 125,3a 
MANE 147 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C15 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C18 26,6 28,0 44,0 64,0 92,0 94,6b 
C21 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C29 2,7 8,0 14,7 21,3 21,3 26,7c 
C38 0,0 0,0 5,3 10,7 28,0 33,3c 
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Média Experimento 1 x Experimento 2 

Isolado 
Tempo de incubação (h) 

14 16 18 20 22 24 
MANE 40 0,0 0,0 1,3 5,3 10,0 12,6e 
MANE 55 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
MANE 70 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
MANE 143 15,3 32,0 36,0 70,0 96,0 131,3a 
MANE 144 20,7 48,7 65,3 90,7 90,0 106,7b 
MANE 147 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C15 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C18 20,7 27,3 38,7 58,0 79,3 82,7c 
C21 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C29 6,0 8,0 16,0 22,7 30,0 36,7d 
C38 0,0 0,0 3,3 9,3 22,0 26,7d 

*Médias seguidas por mesma letra minúscula na coluna não diferem 
estatisticamente pelo teste de Scott-Knott (p≥0,05) 
 
Anexo 6- Desenvolvimento de tubos de anastomose conidial com 
conexão do tipo t-c formados por Colletotrichum spp. da macieira, ao 
longo de 24h de incubação sobre lâminas de poliestireno. 

Experimento 1 

Isolado 
Tempo de incubação (h) 

14 16 18 20 22 24 
MANE 40 0,0 0,0 2,7 2,7 5,3 12,0c 
MANE 55 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
MANE 70 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
MANE 143 2,7 2,7 2,7 6,7 8,0 17,3b 
MANE 144 10,7 20,0 20,0 36,0 37,3 38,7a 
MANE 147 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C15 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C18 0,0 0,0 2,7 5,3 12,0 13,3c 
C21 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C29 6,7 9,3 12,0 17,3 21,3 40,0a 
C38 0,0 0,0 1,3 4,0 14,7 18,7c 
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Experimento 2 

Isolado 
Tempo de incubação (h) 

14 16 18 20 22 24 
MANE 40 0,0 0,0 4,0 10,7 12,0 14,7c 
MANE 55 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
MANE 70 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
MANE 143 2,7 2,7 2,7 9,3 13,3 28,0b 
MANE 144 12,0 20,0 25,3 29,3 32,0 45,3a 
MANE 147 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C15 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C18 0,0 0,0 2,7 4,0 10,7 10,7c 
C21 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C29 6,7 12,0 18,7 20,0 29,3 41,3a 
C38 0,0 0,0 4,0 10,7 29,3 30,7b 

Média Experimento 1 x Experimento 2 

Isolado 
Tempo de incubação (h) 

14 16 18 20 22 24 
MANE 40 0,0 0,0 3,3 6,7 8,7 13,3c 
MANE 55 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
MANE 70 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
MANE 143 2,7 2,7 2,7 8,0 10,7 22,6b 
MANE 144 11,3 20,0 22,7 32,7 34,7 42,0a 
MANE 147 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C15 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C18 0,0 0,0 2,7 4,7 11,3 12,0c 
C21 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C29 6,7 10,7 15,3 18,7 25,3 40,7a 
C38 0,0 0,0 2,7 7,3 22,0 24,7b 

*Médias seguidas por mesma letra minúscula na coluna não diferem 
estatisticamente pelo teste de Scott-Knott (p≥0,05) 
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Anexo 7- Desenvolvimento de tubos de anastomose conidial totais 
formados por Colletotrichum spp. da macieira, ao longo de 24h de 
incubação sobre lâminas de poliestireno. 

Experimento 1 

Isolado 
Tempo de incubação (h) 

14 16 18 20 22 24 
MANE 40 0,0 0,0 2,6 6,6 18,6 29,3e 
MANE 55 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
MANE 70 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
MANE 143 17,3 32,0 37,3 73,3 94,7 148,0a 
MANE 144 25,3 66,7 77,3 130,7 132,0 134,7a 
MANE 147 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C15 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C18 14,7 26,7 36,0 57,3 78,7 84,0c 
C21 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C29 16,0 22,7 32,0 46,7 66,7 100,0b 
C38 0,0 0,0 2,7 16,0 38,7 48,0d 

Experimento 2 

Isolado 
Tempo de incubação (h) 

14 16 18 20 22 24 
MANE 40 0,0 0,0 9,3 25,3 26,7 36,0d 
MANE 55 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
MANE 70 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
MANE 143 18,7 37,3 40,0 82,7 118,7 172,0a 
MANE 144 40,0 74,7 105,3 122,7 128,0 176,0a 
MANE 147 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C15 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C18 26,7 28,0 46,7 68,0 102,7 105,3b 
C21 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C29 9,3 21,3 38,7 52,0 61,3 80,0c 
C38 0,0 0,0 12,0 26,7 64,0 73,3c 
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Média Experimento 1 x Experimento 2 

Isolado 
Tempo de incubação (h) 

14 16 18 20 22 24 
MANE 40 0,0 0,0 5,9 15,9 21,9 32,6 d 
MANE 55 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0 
MANE 70 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0 
MANE 143 18,0 34,7 38,7 78,0 106,7 160,3 a 
MANE 144 32,7 70,7 91,3 126,7 130,0 155,4 a 
MANE 147 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0 
C15 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0 
C18 20,7 27,3 41,3 62,7 90,7 94,6b 
C21 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0 
C29 12,7 22,0 35,3 49,3 64,0 90,1 b 
C38 0,0 0,0 7,3 21,3 51,3 60,7 c 

*Médias seguidas por mesma letra minúscula na coluna não diferem 
estatisticamente pelo teste de Scott-Knott (p≥0,05) 
 
Anexo 8- Análises de variância obtidas a partir da quantidade de tubos de 
anastomose conidial  com conexão do tipo t-t, após 24h de incubação 
sobre lâminas de poliestireno.  

Experimento 1 

Causa da variação GL* SQ* QM* F F (5%) F (1%) 

Tratamentos 5 303,111 60,622 4,262 3,1058 5,064 

Resíduo 12 170,667 14,222    

Total 17 473,77     

CV(%)* 54,74           
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Experimento 2 

Causa da variação GL SQ QM F F (5%) F (1%) 

Tratamentos 5 249,777 49,955 6,2444 3,105 5,06432 

Resíduo 12 96 8    

Total 17 345,777     

CV(%) 41,06      
 

Média Experimento 1 x Experimento 2 

Causa da variação GL SQ QM F F (5%) F (1%) 

Tratamentos 5 263,111 52,622 8,457 3,105 5,064 

Resíduo 12 74,666 6,222222    

Total 17 337,777     

CV(%) 36,21           
* CV, GL, SQ e QM representam Coeficiente de Variação, Graus de Liberdade, 
Soma de Quadrados e Quadrado Médio, respectivamente. 

 

Anexo 9- Análises de variância obtidas a partir da quantidade de tubos de 
anastomose conidial  com conexão do tipo c-c, após 24h de incubação 
sobre lâminas de poliestireno.  

Experimento 1 
Causa da 
variação GL* SQ* QM* F F (5%) F (1%) 

Tratamentos 5 27740,44 5548,08 50,7447 3,10587 5,0643 

Resíduo 12 1312 109,333    

Total 17 29052,4     

CV (%)* 17,3           
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Experimento 2 
Causa da 
variação GL SQ QM F F (5%) F (1%) 

Tratamentos 5 43855,1 8771,02 91,365 3,10587 5,06432 

Resíduo 12 1152 96    

Total 17 45007,1     

CV(%) 13,6           
 

Média Experimento 1 x Experimento 2 
Causa da 
variação GL SQ QM F F (5%) F (1%) 

Tratamentos 5 34355,7 6871,15 174,6904 3,10587 5,0643 

Resíduo 12 472 39,333    

Total 17 34827,7     

CV(%) 9,49           
* CV, GL, SQ e QM representam Coeficiente de Variação, Graus de Liberdade, 
Soma de Quadrados e Quadrado Médio, respectivamente. 

 

Anexo 10- Análises de variância obtidas a partir da quantidade de tubos 
de anastomose conidial  com conexão do tipo t-c, após 24h de incubação 
sobre lâminas de poliestireno.  

Experimento 1 
Causa da 
variação GL* SQ* QM* F 

F 
(5%) 

F 
(1%) 

Tratamentos 5 2297,778 459,5556 28,722 3,105 5,064 

Resíduo 12 192 16    

Total 17 2489,778     

CV(%)* 15,93      
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Experimento 2 
Causa da 
variação GL SQ QM F F (5%) F (1%) 

Tratamentos 5 4193,611 838,722 47,031 3,1058 5,064 

Resíduo 12 214 17,833    

Total 17 4407,611     

CV(%) 17,1      
 

Média Experimento 1 x Experimento 2 
Causa da 
variação GL SQ QM F F (5%) F (1%) 

Tratamentos 5 2489,111 497,822 57,441 3,106 5,064 

Resíduo 12 104 8,666    

Total 17 2593,111     

CV(%) 10,99           
* CV, GL, SQ e QM representam Coeficiente de Variação, Graus de Liberdade, 
Soma de Quadrados e Quadrado Médio, respectivamente. 

 
Anexo 11- Análises de variância obtidas a partir da quantidade de tubos 
de anastomose conidial  com conexão do tipo t-c, após 24h de incubação 
sobre lâminas de poliestireno.  

Experimento 1 
Causa da 
variação GL SQ QM F F (5%) F (1%) 

Tratamentos 5 32810,6 6562,133 68,99439 3,105872 5,0643 

Resíduo 12 1141,33 95,11111    

Total 17 33952     

CV(%) 10,76           
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Experimento 2 
Causa da 
variação GL SQ QM F F (5%) F (1%) 

Tratamentos 5 47676,44 9535,289 55,294 3,106 5,064 

Resíduo 12 2069,333 172,4444    

Total 17 49745,78     

CV(%)* 12,26           
 

Média Experimento 1 x Experimento 2 
Causa da 
variação GL SQ QM F F (5%) F (1%) 

Tratamentos 5 38591,11 7718,22 135,672 3,106 5,064 

Resíduo 12 682,666 56,888    

Total 17 39273,78     

CV(%)* 7,63           
* CV, GL, SQ e QM representam Coeficiente de Variação, Graus de Liberdade, 
Soma de Quadrados e Quadrado Médio, respectivamente. 
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Anexo 12- Valores de t calculado obtidos a partir do teste de correlação 
das variáveis Densidade (DC), tempo de máxima germinação (TMG) e 
percentual de germinação conidial (GC) e de formação de apressórios 
(FA) e apressórios melanizados (FAM), formação de tubos de anastomose 
conidial (TAC) total, com conexão do tipo tubo-tubo (t-t), conídio conídio 
(c-c) e tubo conídio (t-c) de Colletotrichum spp., após 24h de incubação 
sobre lâminas de poliestireno.  

Variáveis DC TGM GC FA FAM t-t c-c t-c TAC total 
TAC total 0,12 0,08 0,25 1,05 4,75 1,03 7,88 3,33  

t-c 0,02 0,01 0,06 0,68 2,19 3,54 1,71   
c-c 0,28 0,12 0,29 0,94 3,96 0,39    
t-t 0,34 0,02 0,01 0,41 0,81     

FAM 0,06 0,10 0,75 2,07      
FA 0,29 1,08 13,09       
GC 0,42 1,05        

TGM 0,33         
DC          

 
Anexo 13- Desenvolvimento de tubos de anastomose conidial (TACs) 
totais e com conexão do tipo t-t, c-c, t-c, formados por Colletotrichum 
spp. da macieira, após 48h incubação sobre folhas destacadas. 

Experimento 1 

Isolado t-t c-c t-c TAC (total) 

MANE 67 44,8a 204,3a 71,2a 320,3a 

MANE 143 11,0b 237,0a 32,0b 280,0a 

Experimento 2 

Isolado t-t c-c t-c TAC (total) 

MANE 67 45,4a 228,7a 49,6a 323,7a 

MANE 143 10,0b 198,0a 40,0a 248,0a 

Média Experimento 1 x Experimento 2 

Isolado t-t c-c t-c TAC (total) 

MANE 67 45,1a 216,5a 60,4a 322,0a 

MANE 143 10,5b 217,5a 36,0b 264,0a 
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Anexo 14- Análises de variância obtidas a partir da quantidade de tubos 
de anastomose conidial  com conexão do tipo t-t, após 48h de incubação 
sobre folhas destacadas.  

Experimento 1a 

Causa da variação GL* SQ* QM* F F (5%) F (1%) 

Tratamentos 1 0,01297 0,012 183,125 5,317 11,258 

Resíduo 8 0,00056     

Total 9 0,01353     

CV(%)* 14,21           
 

Experimento 2b 

Causa da 
variação GL SQ QM F 

F 
(5%) F (1%) 

Tratamentos 1 4,440 4,440 364,781 5,317 11,258 

Resíduo 8 0,097 0,0121    

Total 9 4,537     

CV(%) 3,51           
 

Média Experimento 1 x Experimento 2c 

Causa da 
variação GL SQ QM F F (5%) F (1%) 

Tratamentos 1 28,039 28,039 401,731 5,317 11,258 

Resíduo 8 0,558 0,0697    

Total 9 28,598     

CV(%) 5,25           
a Dados foram transformados por 1/x 
b Dados foram transformados por ln 
c Dados foram transformados por √¯   
* CV, GL, SQ e QM representam Coeficiente de Variação, Graus de Liberdade, 
Soma de Quadrados e Quadrado Médio, respectivamente. 
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Anexo 15- Análises de variância obtidas a partir da quantidade de tubos 
de anastomose conidial  com conexão do tipo c-c, após 48h de incubação 
sobre folhas destacadas.  

Experimento 1 
Causa da 
variação GL* SQ* QM* F F (5%) F (1%) 

Tratamentos 1 608,4 608,4 0,57103 5,3176 11,258 

Resíduo 8 8523,6 1065,45    

Total 9 9132     

CV(%)* 15,4           
 

Experimento 2 
Causa da 
variação GL SQ QM F F (5%) F (1%) 

Tratamentos 1 318,321 318,3216 0,3987 5,3176 11,258 

Resíduo 8 6386,69 798,3372    

Total 9 6705,02     

CV(%) 
12,0

6           
 

Média Experimento 1 x Experimento 2 
Causa da 
variação GL SQ QM F 

F 
(5%) F (1%) 

Tratamentos 1 446,117 446,117 1,023 5,317 11,258 

Resíduo 8 3488,33 436,0417    

Total 9 3934,45     

CV(%) 9,35      
* CV, GL, SQ e QM representam Coeficiente de Variação, Graus de Liberdade, 
Soma de Quadrados e Quadrado Médio, respectivamente. 
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Anexo 16- Análises de variância obtidas a partir da quantidade de tubos 
de anastomose conidial  com conexão do tipo t-c, após 48h de incubação 
sobre folhas destacadas.  

Experimento 1 

Causa da 
variação 

GL* SQ* QM* F F (5%) F (1%) 

Tratamentos 1 4,440 4,440 364,78 5,317 11,259 

Resíduo 8 0,097 0,012    
Total 9 4,537     

CV(%)* 3,51           

       

Experimento 2 

Causa da 
variação 

GL SQ QM F F (5%) F (1%) 

Tratamentos 1 14,4 14,4 0,3103 5,31767 11,2588 

Resíduo 8 371,2 46,4    
Total 9 385,6     

CV(%) 13,41           

       

Média Experimento 1 x Experimento 2 

Causa da 
variação 

GL SQ QM F F (5%) F (1%) 

Tratamentos 1 810 810 18,925 5,317674 11,25884 

Resíduo 8 342,4 42,8    
Total 9 1152,4     

CV(%)* 12,7           
* CV, GL, SQ e QM representam Coeficiente de Variação, Graus de Liberdade, 
Soma de Quadrados e Quadrado Médio, respectivamente. 

 
Anexo 17- Análises de variância obtidas a partir da quantidade de tubos 
de anastomose conidial  total, após 48h de incubação sobre folhas 
destacadas. 
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Experimento 1a 

Causa da variação GL* SQ* QM* F F (5%) F (1%) 

Tratamentos 1 9,1.10-7 9,10.10-7 2,34902 5,3176 11,258 

Resíduo 8 3,1.10-6 3,87.10-7    

Total 9 4,0.10-6     

CV(%)* 17,5           
 

Experimento 2 
Causa da 
variação GL SQ QM F F (5%) F (1%) 

Tratamentos 1 971,80 971,801 0,813 5,317 11,258 

Resíduo 8 9562,6 1195,32    

Total 9 10534,38     

CV(%)* 11,0           
 

Média Experimento 1 x Experimento 2 
Causa da 
variação GL SQ QM F F (5%) F (1%) 

Tratamentos 1 3694,39 3694,391 4,1490 5,317 11,258 

Resíduo 8 7123,432 890,429    

Total 9 10817,82     

CV 9,85           
a Dados foram transformados por 1/x 
* CV, GL, SQ e QM representam Coeficiente de Variação, Graus de Liberdade, 
Soma de Quadrados e Quadrado Médio, respectivamente. 

 
 


