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RESUMO GERAL 
 

As anonáceas apresentam importância socioeconômica no Brasil, com destaque para a região 

Nordeste. O interesse na exploração comercial da cultura se deve, não só aos compostos 

nutritivos, como também as características medicinais, alelopáticas e pesticidas. As doenças 

fúngicas estão entre as principais causas de perda de produção em anonáceas. O gênero 

Alternaria apresenta distribuição mundial e diferentes estilos de vida, que variam entre 

saprófitas, endófitos e patógenos. Foram realizados isolamentos a partir de folhas 

sintomáticas, coletadas em regiões produtoras de anonáceas na Bahia e em Pernambuco. 

Através da aplicação dos postulados de Koch foi descoberta a associação entre espécies do 

gênero Alternaria e plantas do gênero Annona. Assim, o objetivo do trabalho foi identificar e 

inferir as relações filogenéticas dos isolados de Alternaria associados a espécies comerciais 

de anonáceas, bem como determinar a virulência e a prevalência dessas espécies. Seis regiões 

gênicas (ATPase, Alt a1, Calmodulina, GAPDH, EndoPG e OPA10-2) foram utilizadas para 

identificação molecular. Sete espécies foram identificadas associadas as anonáceas, das quais 

quatro são espécies previamente descritas (A. alternata, A. jacinthicola, A. gossypina  e A. 

tomato). Uma nova espécie foi descrita como Alternaria anonacearum, e outras duas não 

foram identificadas como novas espécies, por apresentar um único isolado cada, sendo 

denominadas de Alternaria sp.1 e Alternaria sp.2. Para o teste de virulência foram utilizadas 

mudas de pinheira e gravioleira. Não houve diferença significativa quanto ao nível de 

virulência das sete espécies em gravioleira. Nas mudas de pinheira as espécies A. alternata, A. 

jacinthicola, A. gossypina, A. tomato, A. anonacearum e Alternaria sp.1 foram 

significativamente mais virulentas que a Alternaria sp.2. A nova espécie A. anonacearum foi 

a mais prevalente tanto em relação à área geográfica quanto na maioria das espécies 

hospedeiras. 

 
Palavras-chave: Alternaria anonacearum, filogenia, prevalência, virulência. 
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GENERAL ABSTRACT 
 
 
The anonaceous species present socioeconomic importance in Brazil, with emphasis on the 

Northeast region. The interest in the commercial exploitation of the crop is due, not only to 

the nutritive compounds, but also the medicinal, allelopathic and pesticidal characteristics. 

Fungal diseases are among the main causes of loss of production in anonaceous. The genus 

Alternaria presents a global distribution and different lifestyles, ranging from saprophytes, 

endophytes and pathogens. Isolations were performed from symptomatic leaves collected in 

anonaceous producing regions in Bahia and Pernambuco. Through the application of Koch's 

postulates the association between species of the genus Alternaria and plants of the genus 

Annona was discovered. Thus, the objective of this work was to identify and infer the 

phylogenetic relationships of Alternaria isolates associated with commercial anonaceous 

species, as well as to determine the virulence and prevalence of these species. Six gene 

regions (ATPase, Alt a1, Calmodulin, GAPDH, EndoPG and OPA10-2) were used for 

molecular identification. Seven species were identified associated with the anonaceae, of 

which four are previously described species (A. alternata, A. jacinthicola, A. gossypina and A. 

tomato). A new species was described as Alternaria anonacearum, and two others were not 

identified as new species, because they present a single isolate each, being denominated 

Alternaria sp.1 and Alternaria sp.2. For the virulence test, sweetsop and soursop seedlings 

were used. There was no significant difference in the virulence level of the seven species in 

soursop. In the sweetsop saplings, the species A. alternata, A. jacinthicola, A. gossypina, A. 

tomato, A. anonacearum and Alternaria sp.1 were significantly more virulent than Alternaria 

sp.2. The new species A. anonacearum was the most prevalent both in relation to the 

geographical area and in most host species. 

 
Keywords : Alternaria anonacearum, phylogeny, prevalence, virulence.
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MANCHA FOLIAR DE ALTERNARIA: UMA NOVA DOENÇA EM ANONÁCEAS 
 
INTRODUÇÃO GERAL 
 
Anonáceas e importância econômica  

 

O gênero Annona L. pertence à família Annonaceae e compreende cerca de 162 

espécies de árvores e arbustos (CHATROU et al., 2012) distribuídas pelos continentes 

africano, asiático e americano (SÃO JOSÉ et al., 2014). O fruto de espécies como Annona 

squamosa (pinha), Annona muricata (graviola), Annona cherimola (cherimóia) e o híbrido 

Annona squamosa x Annona cherimola (atemóia) são bastante apreciados no mercado interno 

e externo, tanto para o consumo in natura como na forma de sucos e sorvetes (LEMOS, 2014; 

MELLO SILVA; PIRANI, 2003; SÃO JOSÉ et al., 2014). 

A pinha, popularmente conhecida como fruta-do-conde ou ata, apresenta porte de 4,0-

6,0 metros de altura com folhas lanceoladas, decíduas e de coloração verde brilhante na parte 

axial, sendo verde azulada na face abaxial (MANICA, 1994). As flores são hermafroditas, de 

coloração amarela esverdeada, solitárias ou em cachos (PAL;  KUMAR, 1995). Os frutos são 

bagas compostas (sincarpo) de formato arredondado, ovoide, esférico ou cordiforme, medindo 

5,0-10,0 cm de diâmetro e pesando 150-800g (FERREIRA et al., 1997). 

A graviola, por sua vez, é conhecida popularmente como araticum-do-grande, 

guanabano ou coração-da-rainha. Apresenta porte de 3,5-8,0 metros altura, copa reduzida com 

ramificação assimétrica e folhagem compacta (MANICA, 1997). As folhas são ovaladas, 

oblongas e coriáceas, com pecíolos curtos e coloração verde escura na parte axial e verde 

amarelada na face abaxial, atingindo 5,0-18,0 cm de comprimento por 2,0-7,0 cm de largura 

(MANICA, 1997). Pesando entre 1 e 10 kg, o fruto de graviola pode atingir 16,0-30,0 cm de 

comprimento x 11,0-21,0 cm de largura, sendo por isso considerado o maior do gênero 

Annona (LIMA, 2002). 

A cherimóia, popularmente denominada “chirimoyo” é uma espécie arbórea de até 7,0 

m de altura (MANICA, 1997). As folhas, com pecíolos de 6,0-12,0 mm de comprimento, são 

simples, inteiras, muito finas, de filotaxia alternada e forma ovalada ou ovada-lanceolada com 

o dorso tomentoso e acinzentado. Os frutos apresentam formas variadas, com peso entre 250 e 

600 gramas. A cherimóia ocorre espontaneamente nas regiões Andinas do Chile, Peru, 

Bolívia, Equador e em locais de temperaturas amenas (MANICA, 1997). Essa espécie é 

pouco cultivada no Brasil devido às condições de clima e altitude não serem favoráveis ao seu 

desenvolvimento (SILVA; MUNIZ, 2011). 
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A atemóia, resultante do cruzamento interespecífico entre A. cherimola e A. squamosa, 

apresenta a qualidade da cherimoia e a rusticidade e facilidade de produção da pinha (CRUZ 

et al., 2013). O fruto apresenta menor número de sementes, maior tempo de prateleira, 

ausência de rachaduras e resistência a pragas e doenças (MOSCA et al., 2006). Esse híbrido 

foi introduzido no Brasil em meados da década de 1980 (PEREIRA; KAVATI, 2011) e desde 

então, vem ganhando cada vez mais mercado. 

O interesse na exploração comercial de anonáceas se deu em virtude da sua 

composição nutritiva e dos biocompostos com características medicinais, alelopáticas e 

pesticidas encontrados em várias partes da planta (INQUE et al., 2009; SÃO JOSÉ et al., 

2014). Essas propriedades são condicionadas por substâncias do tipo acetogeninas 

encontradas exclusivamente na família Annonaceae, principalmente em espécies do gênero 

Annona (BERMEJO et al., 2005; COSTA et al., 2011; HERNÁNDEZ e ANGEL, 1997). As 

acetogeninas, bem como as anoninas ou anonacinas, asimicinas, bulatacinas, bulatacinonas e 

escuamocinas podem ser oralmente tóxicas a artrópodes fitófagos, acarretando inibição do 

crescimento e oviposição e também a mortalidade de embriões e/ou larvas em 

desenvolvimento (efeito ovicida e/ou larvicida) (HERNÁNDEZ e ANGEL, 1997). Além das 

acetogeninas, outros compostos químicos encontrados em anonáceas como diterpenos, óleos 

essenciais, saponinas e alcaloides possuem propriedades medicinais contra diversas 

enfermidades, tais como disenteria, depressão, doença da medula espinhal e câncer (LEAL, 

1990; SALUJA e SANTINI, 1994). 

As anonáceas são importantes socioeconomicamente em países da Ásia, África e nas 

Américas. A cherimóia é produzida principalmente na Austrália, Chile, Espanha e Estados 

Unidos, enquanto a graviola o é no México, Brasil, Venezuela e Costa Rica e a pinha na Índia, 

Tailândia, Filipinas, Cuba e Brasil (SÃO JOSÉ et al., 2014). O Nordeste é a região que mais 

produz anonáceas no Brasil, impulsionada principalmente pelos estados da Bahia, Alagoas, 

Pernambuco e Ceará (IBGE, 2009; GCEA/IBGE, 2013). Dentre estes, o estado da Bahia 

desponta como o maior produtor, principalmente de pinha e graviola (SOBRINHO, 2010). 

A produção brasileira de pinha e graviola atingiu 20,8 mil toneladas e 5,5 mil 

toneladas de frutos, respectivamente (IBGE, 2009). A produção de atemóia atingiu 12 a 25 

toneladas por hectares, sendo cultivado em 1.200 hectares no Estado de São Paulo, seguido 

por Bahia, Minas Gerais e Paraná (CEAGESP, 2013; SILVA e MUNIZ, 2011). Apesar da 

exploração crescente das anonáceas, informações e trabalhos disponíveis sobre produtividade 

e área cultivada ainda são bastante escassos. 
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Vários fatores interferem na produtividade das anonáceas, entre eles a temperatura, 

precipitação, umidade relativa, luminosidade e manejo cultural, exercendo importante 

influência na longevidade do pomar, incidência de pragas e doenças na cultura (LIMA, 2002). 

As doenças apresentam importância variável de acordo com as condições climáticas e o 

manejo aplicado pelos produtores. Dentre as várias doenças incidentes em anonáceas, os 

fungos se destacam como os principais patógenos das espécies comerciais (PEREIRA et al., 

2011). Estes podem ocorrer tanto na fase vegetativa quanto na fase reprodutiva da cultura, 

causando grandes perdas no campo e em pós-colheita (JUNQUEIRA, 1996). Doenças podem 

levar a níveis de 53% a 70 % de perdas de frutos quando ocorrem chuvas prolongadas durante 

a floração e formação de frutos (JUNQUEIRA et al., 2014). 

 

O gênero Alternaria 

 

Alternaria é um importante gênero fúngico com distribuição mundial que inclui 

espécies patogênicas e não-patogênicas. Muitas espécies de Alternaria são conhecidas como 

sérios patógenos de plantas, causando grandes perdas em uma variedade de culturas 

(WOUDENBERG et al., 2013). Vários taxa também são importantes patógenos humanos 

(THOMMA, 2003). Como patógenos de plantas, espécies de Altenaria são bem conhecidas 

por sua capacidade de produzir um amplo espectro de metabólitos secundários 

(CHRISTENSEN et al., 2005). Estes metabólitos incluem várias toxinas relacionadas com a 

patogênese nas plantas, tanto do hospedeiro como do não-hospedeiro específico 

(MARKHAM;  HILLE, 2001). Algumas dessas micotoxinas que podem contaminar produtos 

alimentares (ALEXANDER et al., 2011; OSTRY, 2008). 

O gênero Alternaria foi descrito por Nees von Esenbeck em 1816, tendo A. tenuis 

como a espécie tipo. Este gênero mostrou considerável instabilidade taxonômica desde a sua 

criação. Em 1832, Fries não reconheceu a descrição A. tenuis de Neess sinônimizou de Torula 

alternata e desde então a taxonomia Alternaria tem sido contestada (WOUDENBERG et al., 

2013; 2014, 2015; LAWRENCE et al., 2016). As características deste gênero incluíram a 

produção de phaeodictiosporos escuros, algumas vezes catenados e células apicais afiladas. 

Von Keissler (1912) sinonimizou tanto A. tenuis quanto T. alternata como Alternaria 

alternata. Dois gêneros adicionais, Stemphylium (Wallroth 1833) e Ulocladium (Preuss 1851) 

foram posteriormente descritos em hifomicetos phaeodictiosporos, complicando ainda mais a 

resolução taxonômica deste grupo de fungos. Vários ciclos de classificação e subsequentes 

revisões do gênero Alternaria (SACCARDO, 1886; ELLIOT, 1917; WILTSHIRE, 1933; 
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JOLY, 1964) resultaram em um número crescente de novas espécies. Simmons (2007) em sua 

obra monumental ‘Alternaria: identification manual’, estabeleceu os critérios para a 

identificação de morfoespécies alternarióides e reconheceu 275 espécies (SIMMONS, 2007). 

Morfologicamente, as espécies de Alternaria possuem conídios muriformes, de 

coloração escura, em geral com pontas afiladas, formando um rostro na extremidade distal 

(SIMMONS, 1954). Os conídios podem ser organizados em cadeias simples ou ramificadas, e 

ainda como conídio solitário (ELLIS, 1971; SIMMONS, 1954). A conidiogênese é 

enteroblástica tétrica, onde somente a parede mais interna está envolvida na formação da 

parede do conídio. Os conidióforos são solitários, septados, simples ou ramificados e escuros, 

com a ponta apresentando o mesmo diâmetro de suas outras células (ELLIOTT, 1917; 

WILTSHIRE, 1933; NEERGAARD, 1945; JOLY, 1964; SIMMONS, 1967). Por muito 

tempo, as características morfológicas foram utilizadas na identificação das espécies de 

Alternaria (SIMMONS 1967, 1992, 2007; SMITH et al., 1992; ANDREW et al, 2009; 

ROTONDO et al, 2012) entretanto, a plasticidade dos caracteres morfológicos e culturais em 

função dos métodos e condições experimentais levantou alguns conflitos em relação à sua 

classificação. Devido às limitações dos caracteres morfológicos, a sistemática molecular com 

base em dados de sequências de DNA representa uma ferramenta útil para a taxonomia de 

Alternaria, uma vez que permite entender as relações filogenéticas entre suas espécies 

(ARMITAGE et al., 2015) e não está sujeito a plasticidade apresentada pelos caracteres 

morfológico. 

A exemplo de outros gêneros fúngicos, estudos moleculares revelaram múltiplos 

gêneros não monofiléticos dentro do complexo de Alternaria e clados de espécies de 

Alternaria que nem sempre se correlacionam com grupos de espécies com base em 

características morfológicas (PRYOR & GILBERTSON 2000; CHOU & WU, 2002; DE 

HOOG & HORRÉ, 2002; PRYOR & BIGELOW 2003; PRYOR et al., 2009; RUNA et al., 

2009; WANG et al., 2011; LAWRENCE et al., 2012). Os grupos de espécies de A. alternata, 

A. brassicicola, A. infectoria, A. porri e A. radicina foram fortemente apoiados por esses 

estudos e dois novos grupos de espécies, A. sonchi (HONG et al., 2004) e A. alternantherae 

(LAWRENCE et al., 2013) e três novos gêneros, Crivellia (INDERBITZIN et al., 2016), 

Undifilum (PRYOR et al., 2009) e Sinomyces (WANG et al., 2011) foram estabelecidos. Em 

uma revisão molecular do gênero Alternaria (LAWRENCE et al., 2013) introduziu dois 

novos grupos de espécies, A. panax e A. gypsophilae e oito grupos de espécies foram 

colocadas dentro da Alternaria. O complexo Alternaria compreende os gêneros Alternaria, 

Chalastospora (SIMMONS, 2007), Crivellia, Embellisia, Nimbya, Stemphylium, Ulocladium, 
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Undifilum e Sinomyces. Estudos moleculares mais recentes revelam que vários clados 

agrupam espécies distintas, sendo agora definidos como seções (LAWRENCE et al. 2013; 

WOUDENBERG et al. 2013). Atualmente, o gênero Alternaria compreende 27 seções (Porri, 

Euphorbicola, Alternaria, Alternantherae, Sonchi, Gypsophilae, Radicina, Brassicicola, 

Japonicae, Panax, Teretispora, Ulocladioides, Pseudoulocladium, Dianthicola, Cheiranthus, 

Infectoriae, Pseudoalternaria, Chalastospora, Soda, Phragmosporae, Embellisia, Nimbya, 

Undifilum, Ulocladium, Embellisioides, Eureka, Criveillia) (LAWRENCE et al., 2016) e seis 

linhagens lsoladadas (Alternaria brassicae, A. helianthiinficiens, A. thalictrigena, A. 

argyranthemi, A. soliaridae e Embellisia dennisii) (WOUDENBERG et al. 2015). 

A seção Alternaria contém a maioria das espécies de Alternaria com conídios 

pequenos, incluindo a espécie tipo do gênero, Alternaria alternata (WOUDENBERG et al. 

2013). A. alternata causa manchas e outras doenças em mais de 100 espécies vegetais, sendo 

importante patógeno também em pós-colheita e até patógeno humano (ROTEM, 1994; 

COATES & JOHNSON, 1997; KURUP et al. 2000). Atualmente a seção apresenta 11 

espécies (A. alternata, A. alternantherae, A. burnsii, A. tomato, A. jacinthicola, A. 

iridiaustralis, A. eichhorniae, A. betae-kenyensis, A. gaisen, A. alstroemeriae, A. longipes e A. 

gossypina) e um complexo formado pela espécie A. arborescens (WOUDENBERG et al. 

2015). Os genes utilizados para a delimitação de espécies de Alternaria não são capazes de 

delinear espécies dentro da seção Alternaria (PEEVER et al. 2004, ANDREW et al. 2009). 

Por isto há necessidade de aplicação de múltiplos métodos moleculares.  

Representantes do gênero Alternaria são capaz de causar doenças em mais de 100 

espécies de plantas podendo infectar toda a parte aérea, principalmente folhas e frutos 

(ARMITAGE, 2015). Recentemente, esse fungo foi encontrado associado a plantas do gênero 

Anonna através de inspeções de campo realizadas pela equipe do laboratório de Micologia da 

Universidade Federal Rural de Pernambuco, nos municípios de Presidente Dutra (BA), 

Petrolândia (PE) e Inajá (PE). O material foi coletado com sintomas similares ao de 

antracnose, mas ao realizar o isolamento, grande parte dos isolados foram identificados como 

pertencentes ao gênero Alternaria. Além disso, estudos preliminares demostraram a 

capacidade destes isolados em causar doença em espécies de anonáceas cultivadas 

comercialmente. Assim, considerou-se fundamental o estudo deste novo patossistema 

(Alternaria x Anonna) a fim de identificar e reconhecer as espécies de Alternaria e 

compreender suas interações e agressividade em diversos hospedeiros. Os resultados desse 

estudo poderão orientar estudos epidemiológicos, e a partir destes, desenvolver medidas de 

controle efetivas contra cada espécie ou grupo de espécies predominantes em cada cultura. 
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RESUMO 19 

 20 

As doenças fúngicas são responsáveis por perdas de produção em anonáceas cultivadas. O 21 

gênero Alternaria compreende diversos estilos de vida que variam de saprofíticas, endófitos e 22 

patógenos. Em 2017, esse fungo foi encontrado associado as anonáceas cultivadas, causando 23 

mancha foliar de Alternaria. A ocorrência e a etiologia desta doença é desconhecida em 24 

Anona spp., assim, o presente estudo teve como objetivo identificar o agente causal da 25 
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mancha foliar de alternaria em pomares comerciais de anonáceas no Brasil; determinar a 26 

agressividade das espécies identificadas; e a prevalência das espécies de Alternaria por região 27 

amostrada e espécie hospedeira. Um total de 77 isolados foram coletados de folhas 28 

sintomáticas de Anona spp. cultivadas em dois locais de amostragem geográfica. Com base  na 29 

análise filogenética multilócus, foram identificadas cinco espécies de Alternaria denominadas 30 

Alternaria alternata, A. anonacearum, A. jacinthicola, A. gossypina,  A. tomato, e duas 31 

linhagens monofiléticas denominadas de  Alternaria sp.1,  Alternaria sp.2. Todas as espécies 32 

foram patogênicas na pinheira e gravioleira. Nas mudas de pinheira, o teste demonstrou que 33 

as espécies A. alternata, A. jacinthicola, A. gossypina, A. tomato, A. anonacearum e 34 

Alternaria sp.1 foram significativamente mais virulentas que a Alternaria sp.2. A riqueza de 35 

espécies de Alternaria foi semelhantes entre Anona spp cultivadas, bem como nas regiões 36 

geográficas. Alternaria anonacearum foi a espécies mais prevalente nos pomares de 37 

anonáceas do Brasil. Por se tratar de um novo patossistema são necessário estudos afim de 38 

estabelecer estratégias de controle da mancha foliar de alternaria. 39 

 40 

Palavras-chave: Alternaria anonacearum, Nova doença, Anona spp., Filogenia multigene. 41 

 42 

ABSTRACT 43 

 44 

The alternate genus comprises several ecological modes ranging from saprophytic, endophytic 45 

and pathogenic. In 2017, this fungus was found associated with the cultivated anonaceae, 46 

causing Alternaria spot. The occurrence and etiology of this disease is unknown in Anona spp. 47 

Thus, the present study had as objective to identify the causal agent of leaf spot of alternaria 48 

in commercial orchards of anonaceous in Brazil; determine the aggressiveness of the 49 
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identified species; and the prevalence of Alternaria species by sampled region and host 50 

species. A total of 77 isolates were collected from symptomatic leaves of Anona spp. grown at 51 

two geographic sampling sites. Based on the phylogenetic analysis of the multilocus, seven 52 

Alternaria species, Alternaria alternata, A. anonacearum, A. jacinthicola, A. gossypina, A. 53 

tomato Alternaria sp.1 and Alternaria sp.2 and Alternaria anonacearm. All species were 54 

pathogenic in sweetsop and soursop. In the sweetsop seedlings, the test showed that the 55 

species A. alternata, A. jacinthicola, A. gossypina, A. tomato, A. anonacearum and Alternaria 56 

sp.1 were significantly more virulent than Alternaria sp.2. The richness of Alternaria species 57 

was similar between Anona spp cultivated as well as in geographic regions. Alternaria 58 

anonacearum was the most prevalent species in the anonaceous orchards of Brazil. Because it 59 

is a new patosystem, studies are needed to establish strategies to control leaf spot alternaria. 60 

Keywords : Alternaria anonacearum,  New disease, Anona spp., Phylogeny multigene. 61 

 62 

INTRODUÇÃO 63 

 64 

O gênero Annona L. compreende cerca de 118 espécies de plantas cultivadas e nativas 65 

distribuídas nos continentes africano, asiático e americano (São José et al., 2014, Sobrinho 66 

2014). Dentre as espécies exploradas comercialmente destacam-se a pinha (Annona 67 

squamosa), graviola (Annona muricata), cherimóia (Annona cherimola) e o híbrido atemóia 68 

(Annona squamosa x Annona cherimola) (Lemos, 2014; Pereira et al., 2011; Wongs-Aree et 69 

al., 2011). Seus frutos são bastante apreciados no mercado interno e externo, tanto para 70 

consumo in natura como processados na forma de polpa, sucos e sorvetes (Lemos, 2014; 71 

Mello-Silva ; Pirani., 2003; São José et al., 2014). Além disso, biocompostos extraídos de 72 

espécies de anonáceas têm despertado interesse por apresentarem importância medicinal, 73 

alelopática ou pesticida (Lemos, 2014).  74 
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 75 

O Brasil é o maior produtor mundial de anonáceas (São José et al., 2014), sendo os estados da 76 

Bahia, Alagoas, Pernambuco e Ceará os principais produtores nacionais (IBGE, 2009; 77 

GCEA/IBGE, 2013; Sobrinho, 2010; Pinto et al., 2005). Entretanto, a expansão econômica 78 

dessa cultura é limitada pela baixa tecnificação dos produtores e pela incidência de doenças, 79 

tais como antracnose (Colletotrichum spp.), cancro (Fusarium spp.), podridão seca dos ramos 80 

(Lasiodiplodia theobromae) e podridão das raízes (Rhizoctonia solani, Pythium sp., 81 

Phytophthora spp) (Junqueira et al., 2003; Agustín, Alviter, 1996). 82 

 83 

Em 2017, uma nova doença foliar com sintomas similares aos da antracnose foi observada em 84 

pomares comerciais de anonáceas no nordeste brasileiro. Apesar dessa semelhança, 85 

isolamentos indiretos não indicaram associação desta doença com Colletotrichum, mas sim 86 

com fungos de esporos pequenos e catenulados morfologicamente semelhantes ao gênero 87 

Alternaria. Denominada mancha foliar de alternaria, esta doença se caracteriza por lesões 88 

necróticas castanho escuras em formato de V invertido e bordas irregulares, partindo do ápice 89 

para o centro das folhas. Com a evolução dos sintomas, as lesões coalescem afetando grande 90 

parte do limbo foliar que sofre leve deformação (Fig. 1). Eventualmente, observa-se abscisão 91 

foliar. 92 

 93 

O gênero Alternaria é bastante diverso e apresenta considerável plasticidade ecológica, 94 

incluindo espécies endofíticas, saprofíticas e patogênicas em vários agroecossistemas 95 

(Villalobos et al., 2016; Gur et al., 2017; Esmaeili Taheri et al., 2017; Moslemi et al., 2017; 96 

Abata et al., 2016; Munhuweyi et al., 2016; Thomma, 2003). Como fitopatógeno, pode causar 97 

mancha foliar e requeima, dentre outras doenças (Al-Nadabi et al. 2018; Armitage et al., 98 

2015). Apesar de Alternaria ser um gênero fúngico bastante estudado, não há relatos de 99 

espécies de Alternaria associadas a doenças em anonáceas. Assim, o objetivo do presente 100 
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estudo foi: i) identificar o agente causal da mancha foliar de alternaria em pomares comerciais 101 

de anonáceas no Brasil; ii) determinar a agressividade das espécies identificadas; e iii) 102 

determinar a prevalência das espécies de Alternaria por região amostrada e espécie 103 

hospedeira.  104 
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MATERIAL E MÉTODOS 105 

 106 

Coleta e isolamento 107 

 108 

Folhas de anonáceas com sintomas de mancha de alternaria foram coletadas em pomares 109 

comerciais nos municípios de Presidente Dutra na Bahia e Petrolândia e Inajá em 110 

Pernambuco. Fragmentos entre as zonas saudáveis e necróticas das folhas foram cortados e 111 

desinfestados em álcool a 70% por 30 s, seguido da imersão em solução de hipoclorito de 112 

sódio a 1% de cloro ativo por 2 min e tríplice lavagem em água destilada e esterilizada. Os 113 

fragmentos foram plaqueados em meio de cultura BDA (200g de batata; 20 g de dextrose; e 114 

20 g de Ágar em 1L de água destilada) adicionado com 0.5 g.L-1 de sulfato de estreptomicina 115 

(BDAs). As placas foram incubadas à 25ºC para o desenvolvimento do fungo por 3 a 4 dias. 116 

Isolados com características morfo-cultural semelhantes aos gêneros Alternaria (Simmons, 117 

2007) foram subcultivados em cultura pura e preservados pelo método Castellani (Castellani, 118 

1967) e armazenados na coleção particular de fungos do laboratório de micologia da 119 

Universidade Federal Rural de Pernambuco. 120 

 121 

Extração de DNA, PCR e Sequenciamento 122 

 123 

O DNA genômico dos isolados foi extraído de cultura com sete dias, seguindo o protocolo 124 

CTAB (Doyle & Doyle 1990). A qualidade e a concentração de DNA foram determinadas 125 

utilizando NanoVue Plus Spectrophotometer (GE Healthcare, USA) e diluído até a 126 

concentração de 25ng DNA/µL e armazenados sob temperatura de -20°C. A região da 127 

membrana plasmática ATPase de todos isolados de Alternaria foi amplificado e sequenciado 128 

para estimativa inicial da diversidade genética e seleção de isolados representativos para 129 

análises multilocus. Os filotipos foram identificados ultilizados DnaSP 4.0 (Rozas et al., 130 
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2003). Os isolados representativos foram escolhidos ao acaso para análises multilocus. As 131 

regiões gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), Calmodulina (CAL), proteína 132 

alergênica Alt a 1 de Alternaria, Endopoligalacturonase (endoPG) e a região não codificante 133 

anônima (OPA10-2) foram amplificados utilizando os primers detalhados na Tabela 134 

suplementar S1. 135 

 136 

As reações de PCR foram realizadas em 12.5 μL volume total, contendo 4 μL de água, 1 μL 137 

de DNA, 0, 625 μL de cada primers (10 μM) e 6.25 μL do Master Mix (Promega GoTaq® 138 

Master Mix, Wisconsin, USA). As reações de PCR foram desenvolvidas em termociclador 139 

(Biocycler MJ 96; Applied Biosystems, Foster City, USA). Os produtos de PCR foram 140 

separados por eletroforese em gel de agarose 1,5% em tampão Tris-acetato-EDTA (TAE) 141 

1,0X e fotografadas sob luz UV. Os produtos de PCR foram purificados em precipitação por 142 

acetato de amônio e etanol. O sequenciamento dos locus ATPase, Alt a1, GAPD, CAL, 143 

endoPG e a região OPA10-2 foram realizados usando o kit ABI PRISM® BigDye® 144 

terminator v3 cycle sequencing kits (Applied Biosystems, USA) na plataforma de 145 

sequenciamento do LABCEN/CCB na Universidade Federal de Pernambuco (Recife, Brasil). 146 

 147 

Montagem de consensos, alinhamento e reconstrução filogenética 148 

 149 

A qualidade das sequências de nucleotídeos e a montagem dos consensos foram realizadas 150 

utilizando o Pacote Staden (Staden et al., 1998). Todas as sequências consenso foram 151 

comparadas com aquelas já disponíveis no Centro Nacional de Informações sobre 152 

Biotecnologia (NCBI) usando o algoritmo blastn (Johnson et al. 2008). Sequências das 153 

espécies ex-type de Alternaria foram obtidas do GenBank, onde foram depositadas as 154 

sequências geradas neste estudo (Tabela suplementar S2). Os alinhamentos múltiplos para 155 

cada lócus foram estimados no MAFFT v 7 (Katoh et al., 2002; Katoh e Toh, 2013) com o 156 
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método de refinamento interativo G-INS-i e ajustado manualmente usando o Mega 5 (Tamura 157 

et al. 2011). As regiões de baixa qualidade do alinhamento (pontuação <0,5) foram 158 

mascaradas com Ns usando o GUIDANCE2 (http://guidance.tau.ac.il/). (Sela et al. 2015). 159 

Todas as análises foram conduzidas com esses alinhamentos mascarados.  160 

 161 

A história evolutiva e as reconstruções filogenéticas de cada lócus e da matriz concatenada 162 

foram inferidas utilizando-se a máxima verossimilhança (MV) e Inferência Bayesiana (IB). 163 

As análises MV e IB foram realizadas utilizando os programas RAXML-HCP2 v.7.0.4 164 

(Stamatakis 2014) e MrBayes v 3.2.1 (Ronquist et al. 2012) respectivamente, implementados 165 

no Portal CIPRES Science Gateway (https://www.phylo.org/portal2/home.action). A análise 166 

MV foi realizada com 1000 pseudoreplicatas (-m GTRGAMMA -p 12345 -k -f a -N 1000 -x 167 

12345) sob modelo GTRGAMMA.  168 

 169 

Para as inferências bayesianas, os modelos de substituição de nucleotídeos foram calculados 170 

para cada locus individualmente usando MrModeltest v.2.3 (Nylander, 2008), seguindo o 171 

Critério de Informação de Akaike (AIC). Os modelos selecionados e usados na IB foram: 172 

HKY+G para ATPase e Alt a 1 e GTR+I, GTR+G, SYM+G e K80+I+G para GAPDH, CAL, 173 

EndoPG e OPA respectivamente. A matriz concatenada foi particionada com cada lócus com 174 

seu referente modelo de substituição de nucleotídeos. Quatro cadeias de Markov Monte Carlo 175 

(MCMC) foram conduzidas por 5 x 107 gerações e as árvores foram amostrada a cada 1000 176 

gerações. A convergência de todos os parâmetros foi verificada usando Tracer v 1.5 (Rambaut 177 

e Drummond 2010) e os primeiros 25% das gerações foram descartados como burn-in. 178 

Alinhamentos e árvores do presente estudo foram depositados no TreeBase (XXXXX). 179 

 180 
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As linhagens evolutivas foram reconhecidas usando critério de Reconhecimento de espécies 181 

filogenéticas pelo concordância genealógica (REFCG), conforme descrito por Dettman et al., 182 

2003, Doyle et al., 2013, Taylor et al., 2000. 183 

Morfologia 184 

 185 

Estudos morfológicos foram realizados apenas com o isolado (D101) representante da nova 186 

espécie, de acordo com as análises filogenéticas. Inicialmente, o isolado foi colocado em 187 

placas de petri com meio de cultura BDA, estas placas foram devidamente fechadas e 188 

incubadas à temperatura ambiente para o desenvolvimento do fungo por sete dias. Após o 189 

desenvolvimento das colônias, foram retirados dois discos de cada placa, sendo um deles 190 

colocado em meio de cultura BCA (20g de batata; 20 g de cenoura; e 20 g de Ágar em 1L de 191 

água destilada) (Simmons, 2007) e o outro, novamente em meio BDA. Foram realizadas três 192 

repetições. As placas, contendo o isolado, com meio BDA e BCA foram incubadas a 22º C, 193 

com oito horas de luz branca fria e 16 horas de escuridão por dia, durante sete dias.  194 

 195 

As colônias crescidas em meio BDA foram utilizadas para a mensuração do crescimento 196 

fúngico, com avaliações feitas no terceiro, quinto e sétimo dia. Os diâmetros das colônias 197 

foram medidos em duas direções perpendiculares, o que permitiu a realização de médias de 198 

crescimento nos intervalos dos dias avaliados.  Além disso, ao fim do sétimo dia, as colônias 199 

foram examinadas de acordo com a cor, margem e textura das mesmas. Para a determinação 200 

da cor das colônias foi utilizado como base os padrões de cores de Rayner (1970). Colônias 201 

crescidas em BCA, após sete dias, foram utilizadas para a observação dos padrões de 202 

esporulação. Para a constatação das características morfológicas foi aplicada a técnica da fita 203 

adesiva transparente na preparação das lâminas (Woudenberg et al. 2013) com o meio Shear’s 204 

como líquido de montagem. A visualização das estruturas dos fungos foi feita e fotografada 205 

em um microscópio composto (Nikon Eclipse INU). Foram registradas características 206 
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pertencentes aos conídios e conidióforos, como cor, forma, septação e tamanho. Este último 207 

foi realizado com a média das dimensões de largura e comprimento de 50 conídios e 10 208 

conidióforos, através do programa NIS Elements. 209 

Prevalência das espécies 210 

 211 

A prevalência das espécies de Alternaria foi determinada de acordo com a espécie hospedeira 212 

e a área geográfica. Taxa de isolamento (TI) foi calculada através da seguinte formula: TI = 213 

(Nx / Nt) × 100, onde Nx = número de isolados da mesma espécie e Nt = número total de 214 

isolados. 215 

 216 

Agressividade e infeção cruzada 217 

 218 

A agressividade de Alternaria spp. foi avaliada em folhas jovem de mudas de pinheira e 219 

gravioleira, com idade de 45 a 60 dias mantidas em casa de vegetação. As folhas foram 220 

levemente feridas ao longo do eixo longitudinal (2 locais por folha) com uma gaze estéril 221 

antes da inoculação. O inóculo fúngico foi produzido em placas de Petri contendo meio de 222 

cultura PCA, sob fotoperíodo de oito horas de luz e 16 horas no escuro, a 25ºC, durante sete 223 

dias. As suspensões de esporos foram preparadas adicionando 20 mL de água destilada e 224 

esterilizada sobre a superfície das culturas, as quais foram raspadas com uma escova macia e 225 

filtradas em dupla camada de gaze estéril. A concentração de esporos foi determinada através 226 

de contagem em microscópio com auxílio de câmara de Neubauer e ajustada para 106 227 

conídios.mL-1. 228 

 229 

Dez µl da suspensão de esporos foram adicionados sobre as áreas lesionadas. O controle 230 

negativo consistiu de folhas inoculadas com água destilada e esterilizada. Após a secagem da 231 

suspensão, as plantas inoculadas foram cobertas com sacos de plástico para manter a umidade 232 
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relativa alta. Após 48h, os sacos foram retirados e as plantas mantidas em casa de vegetação 233 

por 15 dias. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com 234 

seis repetições, representada por uma folha, e cada folha apresenta dois pontos de inoculação. 235 

O experimento foi repetido duas vezes. A agressividade foi avaliada através da mensuração 236 

do diâmetro da lesão em duas direções perpendiculares. Diferenças da agressividade das 237 

espécies de Alternaria foram determinadas por uma análise de variância e as médias foram 238 

comparadas por Tukey (p = 0.05) usando o programa STATISTIX (Analytical Software 239 

2013).  240 
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RESULTADOS 241 

  242 

Coleta e isolamento  243 

 244 

Um total de 77 isolados com características fenotípicas de Alternaria foi coletado em plantios 245 

comerciais de anonáceas. Trinta e três isolados foram obtidos de pinheira, 20 de gravioleira e 246 

24 de Atemoeira. Trinta e quatro isolados foram coletados em Pernambuco e 43 na Bahia. 247 

 248 

Análises filogenéticas e delimitação de espécies  249 

 250 

Análise das sequências parciais da região ATPase separaram os isolados em 17 filotipos, 251 

todos pertencentes à seção Alternaria com base na similaridade com sequências 252 

representativas na base de dados do NCBI.  253 

 254 

Os isolados de Alternaria foram reconhecidos em várias espécies dentro da seção Alternaria 255 

através do critério REFCG. As análises MV e IB apresentaram topologias concordantes tanto 256 

na concatenada como nos genes individuais, com variação no suporte dos ramos. A análise 257 

multilocus revelou que os isolados de anonáceas pertencem a sete linhagens, com quatro 258 

espécies previamente descritas e três linhagens independentes não descritas (Fig. 2). 259 

 260 

Um isolado foi identificado como A. alternata com alto suporte na maioria das árvores dos 261 

genes individuais. Três isolados formaram um clado com A. jacinthicola fortemente 262 

suportado pelos genes Alt a 1, ATPase, GAPDH e OPA, e não foi contradito em qualquer 263 

outra árvore de gene individuais no mesmo nível de suporte. Dois isolados foram 264 

identificados como coespecíficos com A. gossypina com suporte significativo nas análises 265 

multilocus e nas árvores de gene individuais Alt a1, ATPase, GAPDH e EndoPG.. Sete 266 



33 
 

 
 

isolados foram agrupados com A. tomato e A. burnsii. No entanto, estas espécies não foram 267 

identificadas como linhagens diferentes utilizando o critério REFCG. Nós propomos a 268 

sinonimização de A. bursnii em A. tomato. 269 

 270 

Três linhagens não se agruparam com nenhuma espécie previamente descrita. Uma linhagem 271 

contendo cinco isolados que, além de apresentar alto suporte na análise IB, representam um 272 

agrupamento monofilético de acordo com o critério REFCG e é introduzida como Alternaria 273 

annonacearum sp. nov. As linhagens remanescentes (denominadas Alternaria sp. 1 e 2), cada 274 

uma delas é constituída por um único isolado, desta forma não é possível a aplicação do 275 

critério REFCG, sendo assim decidimos não descrevê-las. A descrição da espécie nova é 276 

apresentada na seção taxonomia. 277 

 278 

Prevalência das espécies 279 

 280 

Alternaria annonacearum (XXX) foi a espécie mais abundante entre os 77 isolados de 281 

Alternaria coletados de espécies comercial de anonáceas. A frequência de isolamento das 282 

outras espécies variou de 1% a 19% (Fig.3).  283 

 284 

Alternaria annonacearum foi a espécie mais frequente tanto nas regiões geográficas (53,3 % 285 

na Bahia e 35,3% em Pernambuco), como em pinheira (54%) e atemoeira (54%). Alternaria 286 

jacinthicola (35%) e A. tomato (35%) foram mais comuns na gravioleira (Fig.3). 287 

 288 

Agressividade e infecção cruzada 289 

 290 

Todos os isolados de Alternaria foram patogênicos a gravioleira e a pinheira, resultando em 291 

lesões visíveis 20 dias após a inoculação. Os sintomas observados na superfície das folhas 292 
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foram lesões necróticas castanho claro que se estenderam a partir do ponto de inoculação 293 

(Fig.4). 294 

 295 

Houve diferença significativa na agressividade entre as espécies de Alternaria na pinheira 296 

(p=0,01). Alternaria sp.2 foi a espécie menos agressiva. As demais espécies de Alternaria não 297 

diferiram significativamente entre si. Não houve diferença significativa na agressividade das 298 

diferentes espécies de Alternaria em gravioleira (p= 0,4743) (Fig.4). 299 

 300 

Taxonomia 301 

 302 

Alternaria anonacearum E. Nascimento, J. Veloso & M. Câmara, sp. Nov. (Fig.5) 303 

Mycobanck: URM XXXXXX 304 

Etimologia: O epíteto específico refere-se ao gênero do hospedeiro onde a espécie foi 305 

encontrada. 306 

A velocidade média de crescimento da colônia, após sete dias em meio de cultura BDA, foi de 307 

2,28 mm por dia. Após 10 dias, a colônia tomou praticamente toda placa de petri, com aspecto 308 

cotonoso e coloração verde oliváceo acinzentado na parte central da colônia, se tornam cinza 309 

esverdeado próximo às margens, com coloração branca nas bordas (Fig. 5A).  Conidióforos 310 

crescidos em meio BCA são livres, simples, eretos ou dobrados, pouco ramificados, septados, 311 

com os ápices arredondados, coloração levemente olivácea e medem 43,40—53,91—69,03 312 

μm (dp= 7,09) de comprimento (Fig.5E). Os conidióforos secundários apresentam tamanho de 313 

5,65—16,27—28,57 μm (8,17) de comprimento. Os conídios são ovoides ou elipsoides, de 314 

coloração marrom olivácea, que se afinam abruptamente em uma das extremidades formando 315 

pequenos bicos. Os conídios podem ser solitários ou em pequenas cadeias (2-8) (fig. 5C), com 316 

septos longitudinais (1-2) e transversais (2-6). Apresentam 12,89—20,01—26,6 (dp=3,03) × 317 

5,85—6,78—815 (dp=0,56) μm, com parede conidial pouco espessa (fig.5B e D).  318 
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Holótipo: Culturas do URM XXXXXX foram depositadas no Herbário URM Padre Camille 319 

Torrend na Universidade Federal de Pernambuco. Os isolados foram obtidos de folhas 320 

sintomáticas de pinheira, gravioleira e atemoeira no Nordeste do Brasil.  321 

 322 

Alternaria tomato (Cooke) L.R. Jones, Bull. Torrey Bot. Club 23: 353. 1896. 323 

= Alternaria burnsii Uppal, Patel & Kamat, Indian J. Agric. Sci. 8: 49. 1938. 324 

 325 

Nota: Alternaria tomato, descrita por Jones (1896) e A. burnsii descrita por Uppal et al 326 

(1938), ambas foram identificadas a partir de características morfológicas. Woudenberg et al 327 

(2015), utilizando ferramentas filogenéticas, empregou os marcadores ITS, gapdh, rpb2, tef1 328 

endoPG e OPA. Esses marcadores separaram as espécies A. tomato e A. burnsii na árvore 329 

concatenada, entretanto o clado reconhecido com A. burnsii não foi suportado. As espécies 330 

foram reconhecidas através da observação da topologia da árvore concatenada, sem a 331 

aplicação de qualquer critério de delimitação de espécies. O estudo ainda relata o baixo 332 

número de polimorfismos fixados em cada uma das espécies, variando de um a dois 333 

nucleotídeos para cada marcador. Al-Nadabi et al.(2018) chama o clado contendo ambas as 334 

espécies de complexo A. burnsii - A. tomato. Em nosso trabalho, a análise multilocus baseada 335 

nos genes Alt a 1, ATPase, CAL, gapdh, endoPG e OPA, apresentou um grande clado 336 

contendo A. tomato, A. burnsii e isolados provenientes das anonáceas. Embora a árvore 337 

concatenada apresente suporte significativo (>0.95 IB; >70 na MV) na separação das 338 

espécies, nenhum dos genes individuais é capaz de separa-lás em clados diferentes. As 339 

árvores formadas por genes individuais apresentam um clado, bem suportado em ambas as 340 

análises MV e IB, que incluem as duas espécies. Sendo assim, através do critério REFCG é 341 

possível confirmar A. tomato e A. burnsii como sendo a mesma espécie, com alta variação 342 

intraespecífica. Desta forma, propomos sinonimizar as duas espécies como Alternaria tomato. 343 
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A escolha do nome dado à espécie sinonimizada foi feita com base na descrição da espécie 344 

mais antiga, sendo ela A. tomato.  345 

 346 

DISCUSSÃO 347 

 348 

O presente estudo caracterizou a mancha foliar de alternaria em anonáceas, uma doença foliar 349 

severa até então não relatada nessas fruteiras. Ocupando uma área de aproximadamente 2,5 350 

milhões de hectares, com produção de 40 milhões de toneladas, a fruticultura brasileira 351 

contribui significativamente para o PIB agrícola nacional (Reetz et al., 2014; Retamales, 352 

2011). Logo, toda e qualquer informação que traga maior sustentabilidade a essa atividade se 353 

mostra importante para a manutenção e/ou mesmo incremento da renda dos produtores, além 354 

de gerar vagas de emprego no campo evitando o êxodo rural. Responsável por cerca de 27% 355 

da produção e 23% da área plantada, a região Nordeste se destaca como a segunda maior 356 

produtora de frutas do país (Zambolim et al., 2009), assumindo a liderança na produção de 357 

anonáceas (Lemos, 2014). 358 

 359 

Apesar da grande capacidade adaptativa das anonáceas às adversidades edafoclimáticas 360 

(Martins et al., 2010), sua exploração econômica tem sido limitada, dentre outros fatores, pela 361 

escassez de informações técnicas. Nossas inspeções em campo revelaram que, a despeito de 362 

todos os órgãos das anonáceas serem suscetíveis a doenças fúngicas, a mancha de alternaria 363 

ficou restrita às folhas. A evolução de doenças foliares reduz a área fotossintética da planta e 364 

consequentemente sua produção (Agrios, 2005), podendo inclusive inviabilizar a atividade. A 365 

expansão e severidade da mancha foliar de alternaria em pomares da principal região 366 

produtora de anonáceas no Brasil serve de alerta aos produtores e pesquisadores sobre a 367 

importância econômica dessa doença, muitas vezes confundida com a antracnose e, por isso, 368 
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erroneamente associada a fungos do gênero Colletotrichum. 369 

 370 

Por meio de uma abordagem filogenética envolvendo seis lócus (ATPase, Alt a1, CAL, 371 

endoPG, GAPDH e OPA10-2), nosso estudo revelou que a mancha foliar de alternaria em 372 

anonáceas cultivadas tem como agentes etiológicos sete espécies do gênero Alternaria 373 

pertencentes à seção Alternaria (produzem conídios pequenos): A. alternata, A. tomato, A. 374 

jacinthicola, A. gossypina, A. annonaceraum, Alternaria sp. 1 e Alternaria sp. 2. Fungos 375 

desse gênero infectam uma ampla gama de hospedeiros (Garganese et al. 2016; Rotem, 1994), 376 

sendo comumente encontrados causando doenças em hortaliças (Farr et al. 2019) e fruteiras 377 

de importância econômica (Adachi e Tsuge, 1994; Harteveld et al. 2013; Garganese et al. 378 

2016). Todas as espécies encontradas no presente estudo foram capazes de causar doença em 379 

pinheira e gravioleira quando inoculadas artificialmente. Enquanto a maioria delas exibiu 380 

níveis semelhantes de agressividade em folhas de pinheira, Alternaria sp. 2 induziu as 381 

menores lesões (Fig. 4). Em contrapartida, as lesões induzidas por Alternaria spp. em folhas 382 

de gravioleira não progrediram, indicando a possível existência de defesas (químicas e/ou 383 

físicas) que limitaram a agressividade do patógeno. Diferenças na agressividade entre 384 

Alternaria spp. de conídio pequeno têm sido relatadas em outros hospedeiros, incluindo 385 

mirtilo, pistache, maçã e tomate (Pryor e Michailides, 2002; Zhu e Xiao, 2015; Bessadat et al., 386 

2016; Elfar et al., 2018); e mesmo entre cultivares de uma mesma espécie vegetal, como é o 387 

caso de maçãs (Elfar et al., 2018). Com base nesses resultados, não se pode descartar a 388 

possibilidade de ocorrência de infecções cruzadas por espécies de Alternaria em pomares de 389 

anonáceas no Brasil, o que pode ensejar ajustes de práticas culturais. 390 

 391 

Atualmente, o gênero Alternaria é composto por 27 seções e seis linhagens monotípicas 392 

(Lawrence et al. 2016; Woudenberg et al., 2013). Alternaria seção Alternaria compreende 11 393 

espécies filogenéticas e um complexo de espécies baseado na comparação de genoma e 394 
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filogenia molecular (Woudenberg et al., 2015). Apesar do grande volume de trabalhos 395 

envolvendo a sistemática de Alternaria (Andrew et al, 2009 ; Armitage et al, 2015 ; Hong et 396 

al, 2015 ; Lawrence, 2013, 2016 ; Stewart, 2014; Woudenberg et al, 2013, 2015) , não há 397 

consenso entre os micologistas sobre quais marcadores moleculares devem ser utilizados para 398 

definir e delimitar as espécies dentro das seções. Segundo Lawrence et al. (2013), as regiões 399 

ATPase, CAL, Alt a 1 e GAPDH são as mais indicadas para delimitação das espécies de 400 

Alternaria spp.. Andrew et al. (2009) e Woudenberg et al. (2015), por sua vez, afirmam que 401 

as regiões endoPG e OPA10-2 são capazes de separar a maioria das espécies dentro da seção 402 

Alternaria. Nossos resultados revelaram que esses seis loci são suficientes para resolver a 403 

maioria das espécies de Alternaria de conídio pequeno. No entanto, visando elucidar quais 404 

macadores, dentre os mais de 17 empregados na taxonomia da seção Alternaria (Lawrence et 405 

al., 2013,2015; Stewart et al., 2014; Woudenberg et al, 2013, 2015), estamos conduzindo 406 

outros estudos para investigar a informatividade desses marcadores. A correta delimitação das 407 

espécies pode melhorar a compreensão de aspectos relacionados à adaptação do patógeno a 408 

novos hospedeiros e condições ambientais, à evolução da patogenicidade e ao surgimento de 409 

novas doenças infecciosas, além de direcionar eventuais medidas quarentenárias que se 410 

fizerem necessárias (Harrington e Rizzo, 1999; Stewart et al., 2013; Stewart et al., 2014). 411 

 412 

A prevalência das espécies de Alternaria identificadas no presente estudo variou em função 413 

do estado de origem e da planta hospedeira. Enquanto A. annonacearum foi a mais prevalente 414 

na Bahia, sua prevalência em Pernambuco foi similar à de A. tomato. Em relação à planta 415 

hospedeira, A. annonacearum foi a mais prevalente em pinheira e atemoleira, sendo ainda a 416 

terceira espécie mais prevalente em gravioleira. Esses resultados discordam de estudos 417 

prévios que apontam Alternaria alternata como a espécie mais comum e mais amplamente 418 

distribuída (Rotem, 1994; Coates e Johnson, 1997; Kurup et al., 2000). Ao mesmo tempo, eles 419 

revelam A. annonacearum como potencial ameaça à exploração comercial de anonáceas, visto 420 
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sua ampla distribuição em pomares de pinheira e atemoeira nos principais estados produtores. 421 

 422 

Com base em sequências de DNA das regiões ATPase, CAL, Alt a 1, GAPDH, endoPG e 423 

OPA10-2, o presente estudo demonstrou que a mancha foliar de alternaria em anonáceas tem 424 

sete espécies como agentes etiológicos, todas pertencentes à seção Alternaria. A riqueza de 425 

espécies (número total de espécies) de Alternaria nas três espécies de anonáceas avaliadas foi 426 

similar e, de modo geral, A. annonacearum se mostrou como a mais prevalente. Os resultados 427 

deste estudo não excluem a possibilidade de outras espécies de Alternaria estarem associadas 428 

à mancha foliar de Alternaria em anonáceas. A presença de diferentes espécies de Alternaria 429 

pode dificultar o estabelecimento de estratégias de controle, uma vez que Alternaria spp. 430 

podem apresentar diferenças na sensibilidade a fungicidas. Dessa forma, mais informações 431 

sobre os componentes epidemiológicos e de sensibilidade de Alternaria spp. a fungicidas são 432 

necessárias para implementar medidas eficazes e adequadas de manejo da mancha foliar de 433 

alternaria em anonáceas cultivadas. 434 
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Fig 1. Folhas de pinheira com 
sintomas de mancha de Alternaria. 
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Fig. 2. Árvore de máxima verossimilhança da seção Alternaria inferida a partir do alinhamento concatenado de 
ATPase, Alt a 1, CAL, GAPDH, EndoPG e OPA10-2. Valores de suporte bootstrap (ML ≥ 70) e valores de 
probabilidade posterior bayesiana (PP ≥ 0,95) são mostrados acima dos ramos. “-” indica suporte não 
significativo ou ausência do ramo. Ex-tipos são enfatizados em negrito e incluem o nome taxonômico como 
originalmente descrito. “*” Indica isolados das anonáceas. 
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Fig. 3. Prevalênca de espécies de Alternaria isoladas a partir 
de folhas de anonáceas, total, por área e hospedeiro. 

 

 

 

Fig. 4. Comprimentos médios de lesão (mm) causados por 
espécies de Alternaria em pinheira, 20 dias após a inoculação. 
Barras acima das colunas são do erro padrão da média. 
Colunas com a mesma letra não diferem significativamente 
de acordo com o teste de Tukey (P ≤ 0,05). 
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Fig. 5. Alternaria anonacearum XXXXXXX – cultura do ex-holótipo. A. Colônia em BDA, 
crescida por sete dias. B. Conídios e conidióforos secundários. C. Cadeia de conídios. D. Conídios. 
E. Conidióforos. Barras de escala: A= 10 mm; B, C e D = 10 μm; E= 20 μm.  
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Tabela S1. Sequência e ciclos dos primers utilizados no estudo 

 

 

 

 

 

 

 

 

Locus Nome do Primer Sequência do Primer (5'-3') Desnaturação inicial Desnaturação  Anelamento Extensão FiExtensão final Referência 

ATPase ATPDF1 ATCGTCTCCATGACCGAGTTCG 94 °C for 4 min 94 °C for 30 s 59 °C for 30 s 72 °C for 1 min 72 °C for 5 min Lawrence et al., 2013 

 ATPDF1 TCCGATGGAGTTCATGATAGCC       

Calmodulin CALDF1 AGCAAGTCTCCGAGTTCAAGG 95 °C for 4 min 95 °C for 30 s 58.5 °C for 30 s 72 °C for 1 min 72 °C for 5 min Lawrence et al., 2013 

 CALDR1 CTTCTGCATCATCAYCTGGACG       

GAPDH GPD1 CAACGGCTTCGGTCGCATTG  94 °C for 5 min 94 °C for 30 s 48 °C for 30 s 72 °C for 90 s 72 °C for 5 min Berbee et al., 1999 

 GPD2 GCCAAGCAGTTGGTTGTGC       

Alt a 1 ALT-for ATGCAGTTCACCACCATCGC  94 °C for 1 min 94 °C for 30 s 57 °C for 30 s 72 °C for 1 min 72 °C for 10 min Hong et al., 2005 

 ALT-ver ACGAGGGTGAYGTAGGCGTC       

endoPG PG3 TACCATGGTTCTTTCCGA  94 °C for 5 min 94 °C for 30 s 50 °C for 30 s 72 °C for 30 s  72 °C for 7 min Isshiki et al., 1997, 2001 

 PG2b GAGAATTCRCARTCRTCYTGRTT       

OPA10-2 OPA10-2L TCGCAGTAAGACACA TTCTACG  94 °C for 5 min 94 °C for 30 s 62 °C for 30 s 72 °C for 45 s 72 °C for 7 min Peever et al., 2004. 

  OPA10-2R GATTCGCAGCAGGGAAACTA             
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Tabela S2. Isolados usados no estudo e seus códigos de acesso do GenBank                

 Espécies Número do isolado Origem 
  Código de acesso do GenBank     

GAPDH ALT A 1 ATPASE CAL ENDOPG OPA10-2 

A. alstroemeriae CBS 118808; E.G.S. 50.116R EUA KP124153 KP123845 - - KP123993 KP124601 

A. alstroemeriae CBS 118809; E.G.S. 52.068; MAFF 1219T Austrália KP124154 - - - KP123994 KP124602 

A. alternantherae EGS 52-039 China JN383477 JN383511 JQ671892 JQ646226 - - 

A.alternantherae CBS 124392; HSAUP2798 Desconhecido KC584096 KP123846 - - - - 

A. alternata CBS 115616; EGS 34.016; CBS 916.96; CBS 110977T Índia AY278808 AY563301 JQ671874 JQ646208 JQ811978 KP124632 

A. alternata JV4 Brasil, Pernambuco - - - - - - 

A. anonacearum D101 Brasil, Bahia - - - - - - 

A. anonacearum D108 Brasil, Bahia - - - - - - 

A. anonacearum D73 Brasil, Bahia - - - - - - 

A. anonacearum D86 Brasil, Bahia - - - - - - 

A. anonacearum JV12 Brasil, Pernambuco - - - - - - 

A. arborescens CBS 102605; E.G.S. 39.128 EUA AY278810 AY563303 JQ671880 JQ646214 AY295028 KP124712 

A. betae-kenyensis CBS 118810; E.G.S. 49.159; IMI 385709 Kenya KP124270 KP123966 - - KP124123 KP124733 

A. burnsii CBS 107.38; E.G.S. 06.185T Índia JQ646305 JQ646388 JQ671860 JQ646194 KP124124 KP124734 

A. capsicicola UPM AP1 Malásia KJ508064 KJ508068 - KJ508066 - - 

A. capsicicola UPM AP2 Malásia KJ508065 KJ508069 - KJ508067 - - 

A. cerealis CBS 119544; E.G.S. 43.072 Nova Zelândia  JQ646321 KP123955 JQ671883 JQ646217 KP124112 KP124722 

A. citrimacularis BC2-RLR-17s EUA JQ646323 JQ646407 JQ671885 JQ646219 - - 

A. eichhorniae CBS 489.92; ATCC 22255; ATCC 46777; IMI 121518T Índia KP124276 KP123973 - - KP124130 KP124740 

A. eichhorniae CBS 119778; E.G.S. 45.026; IMI 37968R Indonésia KP124277 - - - KP124128 KP124738 

A. gaisen BMP 0243 Japão JQ646317 JQ646400 JQ671871 JQ646205 - - 

A. gaisen CBS 632.93; E.G.S. 90.512R Japão KC584116 KP123974 - - AY295033 KP124742 
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Tabela S2. (Continuação)                

 Espécies Número do isolado Origem 
  Código de acesso do GenBank     

GAPDH ALT A 1 ATPASE CAL ENDOPG OPA10-2 

A. geophila CBS 101.13; E.G.S. 07.022; QM1765 Suíça KP124244 KP123940 - - KP124096 KP124705 

A. gossypina CBS 104.32 Zimbabue  JQ646312 JQ646395 JQ671868 JQ646202 KP124135 KP124746 

A. gossypina D112 Brasil, Bahia - - - - - - 

A. gossypina D87 Brasil, Bahia - - - - - - 

A. grisea CBS 107.36 Indonésia JQ646310 JQ646393 JQ671866 JQ646200 KP124136 KP124747 

A. grossulariae CBS 100.23 Desconhecido JQ646311 JQ646394 JQ671867 JQ646201 KP124134 KP124745 

A. iridiaustralis CBS 118486; E.G.S. 43.014 Austrália KP124284 KP123981 - - KP124140 KP124751 

A. iridiaustralis CBS 118487; E.G.S. 44.147 Austrália KP124285 KP123982 - - KP124141 KP124752 

A. jacinthicola CBS 133751; MUCL 53159 Mali KP124287 KP123984 - - KP124143 KP124754 

A. jacinthicola CBS 878.95; IMI 77934b  Ilhas Maurício KP124286 KP123983 - - KP124142 KP124753 

A. jacinthicola CPC 25267 Desconhecido KP124288 KP123985 - - KP124144 KP124755 

A. jacinthicola JV19 Brasil, Pernambuco - - - - - - 

A. jacinthicola JV2 Brasil, Pernambuco - - - - - - 

A. jacinthicola JV46 Brasil, Pernambuco - - - - - - 

A. longipes CBS 121332; E.G.S. 30.048R EUA KP124292 KP123989 - - KP124149 KP124760 

A. longipes CBS 121333; E.G.S. 30.051R EUA KP124293 KP123990 - - KP124150 KP124761 

A. longipes CBS 540.94; E.G.S. 30.033; QM 9589R EUA AY278811 AY563304 JQ671864 JQ646198 KP124147 KP124758 

A. marítima CBS 126.60; IMI 081622 Reino Unido JQ646307 JQ646390 JQ671862 JQ646196 KP124101 KP124710 

A. perangusta BMP 2336 Desconhecido JQ646319 JQ646403 JQ671881 JQ646215 AY295023 KP124641 

A. postmessia CBS 119399; E.G.S. 39.189 EUA JQ646328 JQ646412 JQ671890 JQ646224 KP124063 KP124672 

A. rhizophorae CBS 118816; E.G.S. 43.145; IMI 368045  Índia KP124273 KP123970 - - KP124127 KP124737 

A. senecionicola CBS 119545; E.G.S. 48.130 Nova Zelândia  KP124260 KP123956 - - KP124113 KP124723 
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Tabela S2. (Continuação)                

 Espécies Número do isolado Origem 
  Código de acesso do GenBank     

GAPDH ALT A 1 ATPASE CAL ENDOPG OPA10-2 

A. tangelonis EV-MIL-2s Desconhecido JQ646309 JQ646392 JQ671865 JQ646199 KP124137 KP124748 

A. tenuissima CBS 918.96; E.G.S. 34.015; IMI 255532 Reino Unido AY278809 AY563202 JQ671875 JQ646209 KP124026 KP124633 

A. tinosporae CBS 118817; E.G.S. 39.014; IMI 318433 Índia KP124274 KP123971 - - KP124128 KP124738 

A. tomato CBS 103.30 Desconhecido KP124294 KP123991 - - KP124151 KP124762 

A. tomato CBS 114.35 Desconhecido JQ646306 JQ646389 JQ671861 JQ646195 KP124152 KP124763 

A. tomato (syn. A. burnsii) JV15 Brasil, Pernambuco - - - - - - 

A. tomato (syn. A. burnsii) JV22 Brasil, Pernambuco - - - - - - 

A. tomato (syn. A. burnsii) JV28 Brasil, Pernambuco - - - - - - 

A. tomato (syn. A. burnsii) JV29 Brasil, Pernambuco - - - - - - 

A. tomato (syn. A. burnsii) JV3 Brasil, Pernambuco - - - - - - 

A. tomato (syn. A. burnsii) JV40 Brasil, Pernambuco - - - - - - 

A. tomato (syn. A. burnsii) JV6 Brasil, Pernambuco - - - - - - 

A. toxicogenica CBS 102600; E.G.S. 39.181; ATCC 38963 EUA KP124186 KP123880 - - KP124033 KP124640 

A. turkisafria CBS 102599; E.G.S. 44.166 Turquia KP124185 KP123879 JQ671882 JQ646216 KP124032 KP124639 

Alternaria sp. 1 D103 Brasil, Bahia - - - - - - 

Alternaria sp. 2 JV35 Brasil, Pernambuco - - - - - - 

                  

1-ATCC: American Type Culture Collection, Manassas, VA, EUA; BM Pryor, School of Plant Sciences, University of Arizona, Tucson, AZ, 85721, EUA ; CBS: Culture 
collection of the Centraalbureau voor Schimmelcultures, Fungal Biodiversity Centre, Utrecht, Holanda; CPC: Personal collection of P.W. Crous, Utrecht, Holanda ; E.G.S.: 
Personal collection of Dr. E.G. Simmons; HSAUP: Department of Plant Pathology, Shandong Agricultural University, China; IMI: Culture collection of CABI Europe UK 
Centre, Egham, Reino Unido ; MAFF: MAFF Genebank Project, Ministry of Agriculture, Forestry and Fisherie, Tsukuba, Japão; MUCL: (Agro)Industrial Fungi and Yeast 
Collection of the Belgian Co-ordinated Collections of Micro-organisms (BCCM), Louvain-la-Neuve, Bélgica; QM: Quarter Master Culture Collection, Amherst, MA, EUA; 
UPM: University of Putra Malaysia, Malásia. 2- colunas representadas  pelo símbolo “-“ não apre’satam dados disponíveis. 
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DESTAQUES 

 
 Um novo patossistema em anonáceas é caracterizado; 

 

 Diferentes espécies estão associadas a mancha foliar de alternaria nas anonáceas; 

 
 

 Uma nova espécie (Alternaria anonacearum) é descrita; 

 

 Alternaria anonacearum é a espécie prevalente. 
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CONCLUSÕES GERAIS 
 
 
 

 Cinco diferentes espécies e duas linhagens monofiléticas do gênero Alternaria são 

responsáveis por causar a mancha foliar de Alternaria nas anonáceas; 

 

 As espécies causadoras da mancha foliar de Alternaria diferem quanto ao nível de 

virulência; 

 

 Há diferença na prevalência das espécies de Alternaria tanto ao nível de região 

geográfica, quanto em relação às espécies hospedeiras.  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 


