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RESUMO

Lins, S.R.O.; Melo, A.P.; Oliveira, S.M.A. Podriddo peduncular em manga: patogenicidade, agressividade e caracterizagcdo de isolados pela
andlise isoenzimdtica. Summa Phytopathologica, v.39, n.4, p.263-270, 2013.

Trinta e quatro isolados de Lasiodiplodia theobromae coletados
de diferentes 6rgaos de mangueira, em duas épocas sazonais diferentes,
em distintas regides geogrdficas, foram avaliados quanto a
patogenicidade, agressividade e producdo de enzimas em substratos
s6lidos especificos e em sistemas de géis de poliacrilamida.
Independente do 6rgéo do qual foram isolados, todos foram patogénicos
quando inoculados em manga, diferindo no grau de agressividade, sendo
separados em trés grupos: altamente, medianamente e fracamente
agressivos. As atividades amilolitica, celulolitica, lipolitica e

proteolitica foram estimadas por meio da difusdo enzimdtica em meio
solido especifico e mensuragdo do halo de degradacdo do substrato. As
atividades das enzimas a-esterase, a-esterase, leucina-aminopeptidase,
fosfatase dcida e proteinas totais foram analisadas em géis de
poliacrilamida com meios de revelacdo especificos para cada andlise.
Os padroes eletroforéticos bem como as andlises das enzimas
extracelulares apresentaram polimorfismo, demonstrando a
diversidade na base genética dos isolados, independente da época de
coleta, regido geografica e 6rgdo de isolamento.
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ABSTRACT

Lins, S.R.0.; Melo, A.P.; Oliveira, S.M.A. Mango stem rot: pathogenicity, aggressiveness and characterization of isolates based on isoenzymatic

analysis. Summa Phytopathologica, v.39, n.4, p.263-270, 2013.

Thirty-four Lasiodiplodia theobromae isolates collected from
different organs of mango trees, in two different seasonal periods, at
different geographical regions, were evaluated for pathogenicity,
aggressiveness and production of enzymes on specific solid substrates
and in polyacrylamide gel systems. Regardless of the organ from
which they were collected, all isolates were pathogenic when inoculated
into mango, differing in the aggressiveness degree, based on which
they were separated into three groups: high, medium and low
aggressiveness. The amylolytic, cellulolytic, lipolytic and proteolytic

activities were estimated by means of enzyme diffusion on specific
solid medium and measurement of the substrate degradation halo.
The activities of enzymes 4-esterase, a-esterase, leucine-
aminopeptidase, acid phosphatase and total protein were analyzed
on polyacrylamide gels with specific revelation media for each analysis.
The electrophoretic patterns and the analysis of extracellular enzymes
showed polymorphism, evidencing the diversity in the genetic basis
of isolates, regardless of collection period, geographic region and
organ from which the isolates were collected.

Additional keywords: Lasiodiplodia theobromae, Mangifera indica, polymorphism, polyacrylamide gels

Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Riffon & Maubl. (Botryosphaeria
Ces & De Not.) ¢ comumente encontrado em mais de 500 espécies de
arvores, incluindo angiospermas e gimnospermas, em todo mundo,
tanto como endofitico quanto como patégeno oportunista (4).
Apresenta grande variabilidade nas caracteristicas morfoldgica e
fisioldgica (5, 21), e pouca especializagdo patogénica, estando
associado a processos patogénicos em plantas, geralmente, estressadas
e/ou submetidas a ferimentos naturais provocados por insetos ou
outros agentes, bem como pelo préprio homem, através das préticas
culturais (17).

Na mangueira, causa doencas conhecidas como morte descendente,
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seca de ponteiros, podriddo basal ou podriddo peduncular da fruta.
Pode infectar tanto na fase de producdo em mudas, caule, ramos,
folhas e flores, como na fase de pds-colheita, provocando o
apodrecimento de frutas armazenadas (23).

Nas frutas, o fungo penetra pelo pedinculo ou ferimentos
formando lesdes escuras na base, com bordas definidas.
Posteriormente, os tecidos lesados podem rachar, expondo a polpa da
fruta. Por outro lado, o fungo pode permanecer quiescente nos tecidos
da fruta e, ap6s a colheita, ser ativado durante o periodo climatério,
quando essa libera exsudatos que favorecem seu desenvolvimento, e
causa o apodrecimento da mesma pela destruicdo dos tecidos (12),
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devido a a¢do de enzimas e toxinas, que favorecem a penetracdo, a
colonizagdo, a obtencdo de nutrientes e/ou contribuem para interferir
nas reagoes de defesa da fruta.

Tem-se observado aumento acentuado da incidéncia deste
fitopatégeno nas regides produtoras de mangas em todo Nordeste,
ocasionando danos expressivos tanto na fase de produgdo quanto na
pos-colheita (13). Este fato é favorecido pelos métodos utilizados
para a inducdo floral, como as aplicacdes constantes de nitrato de
potdssio ou paclobutrazol, aliados a exposicao prolongada das plantas
ao estresse hidrico (26).

Estudos sobre este patossistema ainda sdo escassos. Com isso,
fazem-se necessdrias mais pesquisas que auxiliem no melhor
entendimento do comportamento desse fitopatégeno em mangas na
fase de p6s-colheita, dando énfase a conhecimentos de patogenicidade,
agressividade e produ¢do de enzimas, pois de modo geral, os
microrganismos apresentam uma grande variabilidade que pode refletir
em sua morfologia, fisiologia ou patogenicidade. Variagdes fisiolgicas
dentro de uma populagdo podem resultar em variagdes na
patogenicidade dos isolados. Os estudos desses pardmetros norteiam
na busca de estratégias de controle para um fitopatégeno. Dessa forma,
o objetivo para o desenvolvimento desta pesquisa foi avaliar o
comportamento de diferentes isolados de L. theobromae de
mangueiras, quanto a patogenicidade, agressividade e producao de
enzimas inter e extracelulares.

MATERIAL E METODOS

Os isolados foram obtidos de folhas e ramos de mangueiras com
sintomas de seca de ponteiro e de frutas com podridao peduncular, em
pomares situados em Petrolina — PE e Juazeiro - BA, nos anos de
2009 e 2010. A primeira coleta (C1) foi realizada no periodo “chuvoso”
(outubro de 2009) e a segunda (C2), no periodo “seco” (marco de
2010). Foram obtidos vinte isolados na C1 e quatorze isolados na C2.
O material vegetal de cada coleta foi acondicionado em sacos de papel,
os quais foram etiquetados e mantidos em caixa de isopor, contendo
gelo, para transporte até o Laboratdrio de Patologia Pés-colheita da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, onde foram realizados os
experimentos.

Para o isolamento, seguiu-se a metodologia de Menezes & Assis
(16). Os fragmentos foram depositados em placas de Petri contendo
meio batata-dextrose-dgar (BDA) e incubados em condi¢des de
laboratério, a temperatura de 25 + 2 °C até o crescimento do fungo.
Com base na literatura especializada, realizou-se a identifica¢do da
espécie L. theobromae pelas estruturas caracteristicas formadas pelo
fungo (4). Os isolados foram transferidos para tubos de ensaio contendo
BDA, bem como, preservados pelo método Castellani.

Para a avaliac@o da patogenicidade e agressividade dos isolados,
mangas sadias, cv. Tommy Atkins, em estddio dois de maturagdo
comercial, foram lavadas com dgua corrente e sabdo e secas sobre
papel toalha em temperatura ambiente. O indculo constituiu-se de
suspensdo de 10° conidios/mL de L. theobromae, cultivados em placas
de Petri com BDA durante 25 dias. Apds este tempo, foram retirados
picnidios das coldnias e macerados em 2 mL de dgua destilada utilizando-
se para isto, pistilo e cadinho. Posteriormente, o macerado foi filtrado
em gaze, e realizada a contagem dos esporos em camara de Neubauer
e ajustada a concentragdo para 10° conidios/mL. As frutas foram
inoculadas, na regido equatorial, fazendo-se ferimentos com auxilio de
um vazador com cinco pontas de 2 mm de profundidade. Utilizou-se,
para a inoculag¢@o, uma micropipeta com capacidade para 10uL da
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suspensao de conidios, os quais foram depositados em cada ferimento.
Ap6s a inoculacio, foi promovida, por 48 horas, uma camara imida
mantendo-se temperatura e umidade relativa controladas de 28°C £ 2
e 84%, respectivamente. A testemunha foi inoculada com 10uL de
dgua destilada esterilizada sobre o ferimento. As avaliacdes foram
realizadas diariamente a partir da retirada da camara imida, até o
quinto dia, medindo-se o didmetro da lesdao (DL), expresso em mm,
com paquimetro. Foi realizado o reisolamento e a comparagdo dos
isolados recuperados com aqueles utilizados como inéculo inicial. O
desenho experimental foi inteiramente casualizado, com seis frutas
para cada isolado, que se constituiram as repeti¢des. Os dados foram
submetidos a andlise de varidncia e teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade para comparacdo das médias.

Para a caracterizacdo dos isolados pela producdo de enzimas
hidroliticas, uma aliquota de 200 pL de suspensdo de conidios com
10* conidios/mL foi depositada sobre o meio Agar-dgua, em placa de
Petri, e distribuida sobre a superficie do meio com auxilio de uma alca
de Drigalski. Apds 12 horas estas placas foram observadas ao
microscopio Optico e apenas um conidio germinado foi retirado da
placa e transferido para outra placa contendo meio de cultura BDA,
obtendo-se a cultura monospérica. Discos de cultura (6 mm de
didmetro) de cada um dos 34 isolados de L. theobromae, com cinco
dias de crescimento em BDA, foram retirados da borda das colOnias e
transferidos, individualmente, para o centro de placas de Petri, contendo
um dos meios especificos as atividades amilolitica, celulolitica, lipolitica
e proteolitica. Os procedimentos adotados para testar a habilidade
dos isolados em degradar amido e lipidio em meio cido, celulose e
proteina foram realizados conforme metodologia descrita por Menezes
& Assis (16). Em cada ensaio, utilizou-se o delineamento experimental
inteiramente casualizado, com seis repeti¢des, por tratamento. Os
halos de degradacdo dos substratos, pela atividade enzimadtica,
expressos em mm, foram medidos com auxilio de régua milimetrada.
Foi realizada a anélise de variancia dos dados, e as médias agrupadas
pelo teste de Scott-Knott (P=0,05), bem como a correlagdo destes
dados com os de agressividade, pelo coeficiente de Pearson a 5% de
probabilidade.

Para averiguar o perfil eletroforético de isoenzimas e proteinas
produzidas pelos isolados foi preparado o extrato protéico da massa
micelial, transferindo-se dois discos de meio de cultura BDA, contendo
estruturas dos isolados de L. theobromae, obtidos de cultura
monosporica, crescidos por 48 horas, para meio liquido BD (batata-
dextrose), os quais permaneceram em alternancia luminosa de 12 horas,
a 27°C, por 48 horas. Apés este periodo de incubagdo, coletou-se a
massa micelial por filtragdo em papel filtro, a qual foi lavada
extensivamente com dgua destilada/esterilizada, gelada, e deixada secar
em temperatura controlada a 15°C, por 30 minutos. Pesou-se 1,0 g do
micélio e macerou-se com nitrogénio liquido em almofariz com pistilo,
mantido em banho de gelo, sendo adicionados 1 mL de tamp@o Tris-
glicina a 0,125 M, pH 8,2; 300 mg de polinilpirrolidona (PVP) e 300
mg de sacarose. O macerado foi transferido para microtubos com
capacidade para 1,5 mL. Realizou-se centrifugacdo do extrato flingico
a 14.000 rpm por 30 minutos, em centrifuga refrigerada. Os
sobrenadantes, constituindo os extratos protéicos, foram coletados
com micropipeta, transferidos para novos eppendorffs e congelados a
4°C, para utilizac@o posterior. O preparo dos géis, a migraciao
eletroforética e as coloragdes para revelar as atividades enzimaticas de
proteinas totais, a-esterase, B-esterase e fosfatase dcida foram realizadas
de acordo com a metodologia descrita por Alfenas et al. (1). Na atividade
da leucina aminopeptidase, seguiu-se a metodologia descrita por Couto
et al. (6).
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Para a interpreta¢do dos zimogramas, foram levados em conta a
intensidade, coloracdo, nimero e posicdo das bandas no gel de
poliacrilamida. No cdlculo da mobilidade relativa (RF) das bandas
usou-se a formula: RF= (d/D) x 100, em que: d=distancia percorrida
pela molécula; D=distancia percorrida pelo corante marcador (1). O
coeficiente de similaridade (CS), (Apéndices), entre os isolados foi
calculado com os valores da mobilidade relativa das bandas formadas
nos géis, utilizando-se a férmula descrita por Hansen et al. (8), onde
sdo consideradas, para cada par de isolados, as bandas em comum,
dividido pelo nimero total de bandas do mesmo par de isolados,
conforme a férmula: Cs=2 (bc/b, +b,) x 100, em que: be= nimero de
bandas comuns a dois isolados; b, + b, = nimero total de bandas
formadas pelo par de isolado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os isolados, independente de qual 6rgdo da planta foi
retirado, mostraram-se patogénicos quando inoculados em frutas e os
sintomas caracteristicos daqueles, inicialmente descritos para a fruta,
surgiram 48 horas apds a inoculacdo, inclusive com intensa esporulacio
sobre os tecidos infectados. A partir desses tecidos, foram reisolados
os isolados, confirmando-se, assim, os principios dos Postulados de

Koch. No centro das lesdes, verificou-se exsudag¢do de albume liquido
provavelmente provocado pela acio necrotréfica do fitopatdgeno que
desagrega os tecidos na regido afetada e estes ndo mais suportam a
elevada pressdo interna.

Atendendo aos principios da patogenicidade e agressividade,
descritos por Blum et al. (3), o isolado mais agressivo foi selecionado
pelas leituras dos didmetros das lesdes do quinto dia apds a inoculagao.
Assim, de acordo com o teste de agrupamento Scott-Knott, os 34
isolados de L. theobromae inoculados nas frutas mostraram
agressividade variada, suficientes para separd-los em trés grupos de
agressividade: alta (LTR2, LTR19, LTR20, LTM221, LTR224),
intermedidria (LTR231, LTR13, LTR17, LTR27, LTR10, LTRI11,
LTR24, LTR212, LTR9, LTR23, LTR18, LTM207, LTM7, LTR25,
LTR21), e baixa (LTR225, LTF31, LTR216, LTR203, LTR206,
LTR228, LTF28, LTR12, LTM222, LTM220, LTF1, LTR204,
LTR232, LTRS) (Tabela 1). O género Lasiodiplodia é notoriamente
varidvel em relacdo a determinadas caracteristicas (4) e a agressividade
¢ uma delas, demonstrada com diversas espécies. Essa variacdo em
relacdo ao comportamento de isolados de L. theobromae ja foi
constatada anteriormente em outros estudos (5, 11, 21), mostrando a
variabilidade genética dentro da espécie. Quanto a origem, foram
encontrados isolados provenientes de cada uma das regides amostradas,
nos trés grupos de agressividade (Tabela 1).

Tabela 1. Agressividade de isolados de Lasiodiplodia theobromae, obtidos de mangueira, expressa pelo didmetro de lesdo, relacionados segundo
suas regides de origem, cultivar da mangueira, parte da planta e época de coleta (1= outubro de 2009; 2= marco de 2010)

Isolado Didmetro da Lesdo*(mm) Cidade de Origem Cultivar de mangueira Local de Origem  Epoca de Coleta
LTR2 73,20 a Petrolina-PE Tommy Atkins Ramo 1
LTR19 72,00 a Petrolina- PE Tommy Atkins Ramo 1
LTR20 68,30 a Petrolina- PE Tommy Atkins Ramo 1
LTM221 62,20 a Juazeiro-BA Keit Fruta 2
LTR224 62,10 a Juazeiro-BA Tommy Atkins Ramo 2
LTR231 53,20 b Petrolina- PE Tommy Atkins Ramo 2
LTR13 51,50 b Petrolina- PE Haden Ramo 1
LTR17 50,20 b Petrolina- PE Tommy Atkins Ramo 1
LTR27 49,62 b Juazeiro-BA Tommy Atkins Ramo 1
LTRI10 48,20 b Petrolina-PE Tommy Atkins Ramo 1
LTRI11 47,40 b Petrolina-PE Tommy Atkins Ramo 1
LTR24 45,30 b Juazeiro-BA Tommy Atkins Ramo 1
LTR212 45,00 b Petrolina-PE Tommy Atkins Ramo 2
LTRO9 44,20 b Petrolina-PE Keit Ramo 1
LTR23 43,80 b Petrolina-PE Palmer Ramo 1
LTR18 41,60 b Juazeiro-BA Tommy Atkins Ramo 1
LTM207 36,50 b Juazeiro-BA Hadem Fruta 2
LTM7 36,20 b Juazeiro-BA Tommy Atkins Fruta 1
LTR25 35,70 b Petrolina-PE Tommy Atkins Ramo 1
LTR21 34,40 b Juazeiro-BA Haden Ramo 1
LTR225 33,10 ¢ Petrolina-PE Tommy Atkins Ramo 2
LTF31 28,90 ¢ Juazeiro-Ba Tommy Atkins Folha 1
LTR216 28,40 ¢ Petrolina-PE Keit Ramo 2
LTR203 19,60 ¢ Petrolina-PE Tommy Atkins Ramo 2
LTR206 17,60 ¢ Juazeiro-BA Tommy Atkins Ramo 2
LTR228 17,30 ¢ Petrolina-PE Palmer Ramo 2
LTF28 16,20 ¢ Petrolina-PE Tommy Atkins Folha 1
LTRI12 15,90 ¢ Juazeiro-BA Hadem Ramo 1
LTM222 14,60 ¢ Juazeiro-BA Tommy Atkins Fruta 2
LTM220 12,90 ¢ Petrolina-PE Tommy Atkins Fruta 2
LTF1 12,40 ¢ Petrolina-PE Tommy Atkins Folha 1
LTR204 00,88 ¢ Petrolina-PE Kent Ramo 2
LTR232 00,81 ¢ Petrolina-PE Kent Ramo 2
LTRS 00,67 ¢ Juazeiro-BA Tommy Atkins Folha 1
CV (%) 30,352

*Média de seis repeticdes; Médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo teste de Scott-Knott (P=0,05).
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Entretanto, em relagdo ao 6rgdo do qual foi feito o isolamento,
constatou-se que os isolados de folha exibiram baixa agressividade.
Em contra partida, € notério a inespecificidade desse patdgeno em
causar lesdes em diferentes tecidos da planta, mesmo em outros
hospedeiros que ndo aqueles de onde foram isolados (21), corroborando
com as conclusdes firmadas por Varma & Bilgrami (24), que consideram
que do ponto de vista ecoldgico, o fungo L. theobromae é considerado
um parasita nio especializado, podendo ser amplamente distribuido
em mais de 500 espécies vegetais e um mesmo isolado é capaz de
infectar diferentes hospedeiros.

Quanto a caracterizacio dos isolados pela producdo de enzimas
hidroliticas, observou-se que os isolados de L. theobromae
apresentaram atividade hidrolitica extracelular para degradag¢do dos
substratos, ap6s 48 horas, e foram separados em grupos em fungio
do diametro dos halos produzidos: amido, degradagdo caracterizada
por halo translicido com colorag@o amarelada, geraram trés grupos;
celulose, com excecdo dos isolados LTF1, LTR204, LTR206 e
LTR228, degradacdo identificada pelo halo opaco e estreito,
resultaram em quatro grupos; proteina, degradagcdo observada como
halo translicido, produziram cinco grupos; e lipidio, exceto o isolado
LTR13, degradagdo expressa como halo na forma de precipitado,

resultaram em quatro grupos (Tabela 2). Os isolados LTR2 e LTR21
exibiram similar padrdo enzimdtico, embora ndo tenham demonstrado
padrao semelhante de agressividade. Os isolados que ndo apresentaram
atividade celulolitica mostraram uma fraca agressividade. O mesmo
evento verificou-se para o isolado LTR13, na producdo de lipideos,
sugerindo que estas enzimas sdo importantes para o bom desempenho
nutricional desses isolados.

Assim como no teste de agressividade, ndo houve influéncia da
época de coleta, local da planta e regido de origem dos isolados quanto
a producdo ou ndo das enzimas estudadas com exce¢do dos isolados
LTR13 e LTR17 para a produgdo de lipidios. Entretanto, esses isolados
foram hdbeis na produciio de amido, com destaque para o isolado
LTR17, e proteinas. Comportamentos semelhantes exibiram os isolados
LTRS, LTR18 e LTR206 com fraca produgdo de proteinas. Em
contrapartida, o isolado LTRS agrupou-se entre aqueles com produgdo
fraca de celulose; LTR18, com uma producdo intermedidria de celulose
e amido, e LTR206, com uma producao significante de amido em
relacdo aos demais isolados.

O fungo atua na busca por nutrientes, degradando vdrias substancias
como a celulose, as lipoproteinas e o amido, para atender aos
requerimentos exigidos as suas atividades fisiolégicas. Na fase de

Tabela 2. Atividade enzimdtica (mm) de isolados de Lasiodiplodia theobromae por difusdo em substratos sélidos especificos.

Atividade
Amilolitica Celulolitica Lipolitica Proteolitica
Isolado Halo'(mm) Isolado Halo'(mm) Isolado Halo'(mm) Isolado Halo'(mm)
LTR25 38,0 a LTM207 32,0 a LTR9 39,0 a LTR27 30,0 a
LTR2 28,0 a LTR23 28,0 a LTR23 33,0 a LTR24 28,8 a
LTR221 28,0 a LTM7 16,0 b LTR203 31,0 a LTR11 28,5 a
LTR212 26,0 a LTR19 14,0 b LTR2 31,0 a LTR231 27,7 a
LTR21 26,0 a LTR25 140 b LTR232 31,0 a LTR25 27,6 a
LTR206 26,0 a LTRS 12,0 b LTR21 27,0 a LTR21 27,4 a
LTR17 25,0 a LTR27 11,0 b LTM222 26,0 a LTR216 27,3 a
LTF28 230b LTM221 11,0 b LTR231 24,0 b LTR2 27,2 a
LTR20 23,0 b LTR18 10,0 b LTR206 24,0 b LTR23 26,8 a
LTR23 23,0 b LTR20 10,0 b LTRI12 22,0 b LTR228 259 a
LTR18 220b LTF31 10,0 b LTR25 21,0 b LTR20 25,8 a
LTR216 22,0 b LTR216 10,0 b LTF1 21,0 b LTR212 25,2 b
LTR11 22,0 b LTM222 10,0 b LTR224 20,0 b LTM220 24,7 b
LTF1 220b LTR13 09,0 b LTR225 20,0 b LTR19 24,6 b
LTR204 21,0 b LTRI10 08,0 b LTR212 19,0 b LTM207 24,5 b
LTR31 20,0 b LTR231 08,0 b LTR19 19,0 b LTM221 24,5 b
LTM207 20,0 b LTRI11 08,0 b LTF31 19,0 b LTF28 243 b
LTR12 20,0 b LTR24 08,0 b LTRI10 18,0 ¢ LTR17 242 b
LTR13 19,0 b LTR225 07,0 b LTR228 17,0 ¢ LTR13 23,7 b
LTR27 19,0 b LTR9 08,0 b LTM207 15,0 ¢ LTF31 235b
LTR203 18,0 ¢ LTR2 06,0 ¢ LTM7 14,0 ¢ LTM222 22,8 b
LTR24 17,0 ¢ LTF28 06,0 ¢ LTM221 14,0 ¢ LTR203 22,6 b
LTM222 17,0 ¢ LTM21 06,0 ¢ LTRI11 13,0 ¢ LTF1 21,6 b
LTR228 16,0 ¢ LTR203 04,0 ¢ LTRI18 13,0 ¢ LTM7 21,6 b
LTR19 16,0 ¢ LTR17 04,0 ¢ LTF28 12,0 ¢ LTR225 19,4 ¢
LTR224 16,0 ¢ LTM220 04,0 ¢ LTR216 12,0 ¢ LTR224 19,3 ¢
LTR231 16,0 ¢ LTR232 04,0 ¢ LTRS 12,0 ¢ LTR9 17,6 ¢
LTR225 14,0 ¢ LTR212 03,0 ¢ LTR20 11,0 ¢ LTRI12 17,2 ¢
LTM220 13,0 ¢ LTR12 02,0 d LTM220 11,0 ¢ LTR10 16,8 ¢
LTM7 12,0 ¢ LTR224 02,0d LTR24 11,0 ¢ LTR232 16,7 ¢
LTRS 10,0 ¢ LTF1 0,0d LTR204 10,0 ¢ LTR204 14,2 ¢
LTRY9 10,0 ¢ LTR204 0,0d LTR27 09,0 ¢ LTR206 11,9d
LTRI10 10,0 ¢ LTR206 0,0d LTR17 06,0 d LTRS 9,3d
LTR232 10,0 ¢ LTR228 0,0d LTR13 0,0d LTR18 64 e
CV (%) 12,879 19,402 15,509 6,322

(' Médias seguidas pela mesma letra na vertical nio diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (5% de probabilidade); médias de seis repetigdes.
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patogénese, as espécies podem se diferenciar no requerimento de
amido. Isso explica a baixa agressividade dos isolados LTRS e LTR206
pela caréncia de produ¢do das enzimas requeridas para a degradag@o
dos tecidos hospedeiros. Embora LTR13, LTR17 e LTR18 tenham
apresentado uma agressividade intermedidria em relagcdo aos outros
isolados, ressaltam-se as baixas taxas de producdo das enzimas que
auxiliam na agressividade.

Considerando-se que a celulase ¢ uma enzima importante na
degradacdo da celulose, que por sua vez € um dos substratos em maior
quantidade na casca da manga, os isolados que mais produziram estas
enzimas LTM207 e LTR23 nao foram agrupados entre os mais
agressivos, embora o LTR23 tenha se destacado na producdo das
enzimas celulolitica, lipolitica e proteolitica, demonstrando que outras
enzimas como, por exemplo, a amilolitica ou uma a¢@o conjunta dessas
enzimas, possam ter maior influéncia para a nutricao desse fungo em
manga, considerando que as amilases promovem a degradacio do amido,
principal polissacarideo de reserva nas células vegetais, o qual pode
ser utilizado como fonte de energia durante o crescimento e/ou
esporulagdo. Resultado semelhante foi observado para o isolado
LTR21, o qual foi mais hdbil na produgdo das enzimas amilolitica,
lipolitica e proteolitica.

Os halos de degradacdo de amido, lipidio e proteina ndo se
correlacionaram com a agressividade cujos coeficientes de correlagdo
(r) e probabilidade foram -0,0297 (p=0,4338)-amilolitica; -0,2215
(p=0,1041)-lipolitica e 0,1314 (p=0,2295)-proteolitica. Almeida &
Coelho (2) também nao verificaram correlag@o dessas enzimas com os
dados de agressividade no patossistema Colletotrichum sp. X maracuji
amarelo, conflitando com os resultados obtidos por Couto et al. (6),
que encontraram correlagdo positiva entre a atividade amilolitica e a
agressividade no patossistema C. musae x banana e por Marchi et al.
(14) que constataram correlacdo com a atividade dessa enzima com a
agressividade de Alternaria solani em tomateiro. No presente estudo
apenas a atividade celulolitica apresentou correlagdo com a agressividade
0,3681 (p=0,0161). Considerando que a celulose ¢ um componente
abundante da parede celular dos vegetais e que as celulases sdo enzimas
envolvidas na degradacdo da celulose, esta interagdo corrobora para
explicar a capacidade patogénica e agressiva dos isolados.

Lasiodiplodia theobromae produz uma ampla faixa de enzimas
capazes de destruir os componentes estruturais dos tecidos das plantas
hospedeiras (20), o que explica essa diferenga na producio de enzimas
por estes isolados. Diversos autores ja demonstraram maior ou menor
capacidade de fungos produzirem enzimas em substratos s6lidos com
a finalidade de diferenciar espécies ou caracterizarem isolados de uma
mesma espécie (6, 9), entretanto com L. theobromae, isolados de
mangueira, hd necessidade de mais investigacdes.

Os resultados obtidos pela andlise do perfil eletroforético de
isoenzimas e proteinas estdo esquematizados nas figuras 1 e 2.

Os isolados de L. theobromae utilizados neste trabalho
apresentaram comportamento polimérfico em rela¢do as atividades
enzimaticas. Os dados dos coeficientes de similaridade para proteinas
totais (C1) mostram que a maior relacdo ocorreu entre os isolados
LTR19 e LTF20; LTR19 e LTR24 (80%), seguidos de LTR13 e LTR17
(75%); LTR27 e LTF28 (66,66%). Os demais isolados também
apresentaram semelhanca significativamente elevada (LTF1 e LTRY;
LTF1 e LTR13; LTF1 e LTR17; LTR2 e LTR9; LTR2 e LTR10; LTR2
e LTR11; LTR20 e LTR23; LTR20 e LTR24; LTR20 e LTR31; LTR28
e LTR31) ou nenhuma relag@o, como LTF1 e LTRS; LTF1 e LTR19,
LTR20 e LTR21. Entretanto, os isolados LTR19, LTR20, LTR21 e
LTR24 apresentaram pouca semelhanga com os outros isolados,
destacando-se, entre estes, LTR21. A menor atividade foi exibida pelo
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LTM7, que apresentou duas bandas fracas, enquanto que os isolados
LTR12, LTR19, LTR20, LTR24 e LTF28 apresentaram cinco bandas.
Verificou-se para LTR24 e LTF28 apenas uma banda em comum
(CS=20), o mesmo foi observado entre LTR19 e LTF28. Os isolados
LTR19 e LTR24 mostraram trés bandas em comum (CS=60),
confirmando uma alta semelhanca fenotipica entre esses isolados.

Os isolados da coleta C2 comportaram-se de forma semelhante
quando avaliados para proteinas totais. Entretanto, ressalta-se a alta
semelhanca entre os isolados LTR216 (coletado de ramo) e LTM220
(coletado da fruta) com 100% de similaridade, corroborando com a
afirmativa de que ndo houve diferenca entre isolados com relacao ao
orgao de coleta. Constatou-se, ainda, que os valores de CS foram mais
elevados entre alguns isolados: LTR228 e LTR232 (CS=90,90);
LTR212 e LTR220 (CS=66,66); LTR212 ¢ LTR216 (CS=57,14) e que
os isolados LTR225 e LTR232, foram os que apresentaram pouca
semelhanca genética com os outros da mesma coleta. Este estudo é
pioneiro na utilizagao desta metodologia para diferenciar isolados de
L. theobromae.

No sistema a-esterase, para os isolados da C1, todos mostraram
expressiva variagdo quanto a mobilidade relativa e intensidade de
coloragdo das bandas, exceto o LTR12 que apresentou uma unica
banda de intensidade forte com mobilidade relativa distinta (RF =
59,09). O niimero de bandas variou de uma a quatro. Os isolados
LTR10 e LTR13 apresentaram nimero e mobilidade relativa de bandas
idénticas (RF=42,72; 48,18; 54,54; 61,81), embora a intensidade das
bandas tenha variado; isso foi verificado também entre LTR23 e LTR25
(RF= 49,09; 54,54; 63,63; 70,90). Quanto aos isolados da C2,
constataram-se resultados semelhantes em relagdo ao polimorfismo.
Entretanto, isolados com perfil de duas bandas foi predominante
(LTR203; LTR206; LTM?220; LTM221; LTM222, LTR225 ¢
LTR232), enquanto que LTM207 e LTR216 apresentaram maior
nimero de bandas (cinco). A similaridade entre os isolados foi varidvel,
excetuando-se LTR228, o qual ndo se agrupou apenas com o LTR31 e
com alta similaridade (CS= 66,66).

Pelo sistema a-esterase, foi possivel distinguir variacao e semelhanca
inter e intraespecifica entre os isolados de L. theobromae aqui
estudados, corroborando com o estudo de Lima et al. (10) que
analisaram isolados de L. theobromae coletados de mangueiras e
verificaram comportamento diferenciado entre eles, os quais, exibiram
trés padrdes distintos de bandas, evento antes justificado por Alfenas
etal. (1), que relataram que essa variacao na intensidade das bandas é
normalmente provocada por diferenca na atividade enzimdtica dos
isolados e podem ser influenciadas por fatores ambientais ou de cultivo.

No sistema d-esterase, para isolados da C1, a maior similaridade
foi observada entre LTR9 e LTR10 (CS=100) e LTR24 e LTR27
(CS=85,7). LTR12 expressou apenas uma banda fraca (RF=40,83), e
ndo se correlacionou com nenhum outro isolado, demonstrando alta
diferenca fenotipica em relagio aos demais. Semelhantemente, o LTR18
mesmo tendo exibido quatro bandas, ndo se correlacionou com qualquer
outro; enquanto que LTR21 teve similaridade apenas com LTR25
(CS=28,56).

A andlise dessa enzima para os isolados da C2 revelou que o tinico
isolado que ndo apresentou relagdo com qualquer outro foi LTR203.
LTM?222 teve similaridade baixa apenas com LTR224 (CS=22,22),
sendo o mesmo verificado para o isolado LTR228, o qual se
correlacionou com LTR231 (CS=20). Moreno et al. (18) verificaram
alto polimorfismo intraespecifico entre isolados de Pyrenophora tritici-
repentis, avaliados pelos sistemas de esterase, fosfatase e peroxidase,
o que demonstra confiabilidade para o estudo taxondmico através
dessas andlises, com melhores resultados obtidos pelos dois primeiros

267



n:
|]_
n...
=
[~
[
I=
I

I

=
I

[=
=
=
IE
Ik
e
=
IE}
=
|]2

I]x
|'|_
”n
[
[«
I~
[=
l

[=
[=
|]:.
=
[=
[=
[=
I
[e
[=
[=
[=
u:

PO

.

g | | = i -
P
= o == = — - =
. mE oEm> 2" ) Cmm = =T~ Yuml
| =
s I T
6 =] ] = -- HEE = | :'-Cl T o TW mm
= oo - L [— — . o ™ ™ m=
T.
- S mosT = —
g - 7 = Ll == [ - -
L - - = - =
o Emm™ == i = EE -
2 ==
¥ =
10 Yl
it 10]
Intensidad r
2 ntensidade i
e e A || [= B
Fraca Meédia Forte = Fraca == Média == Forte
L 1 2 ] T # 10 11 12 13 17 18 19 20 1 23 W4 2/ T BN M 1 2 13 T 9 19 11 12 13 17 18 1w 20 21 23 24 B ¥ B N
e T T R R R R e ] e D D R R R R R R T R R O R R S e = =
Rf Rf
,‘ _1
2 2
- [ s [ =
3 y =
M| W .- - 3 =
3 B 1 1 1 B} | ==
i |
| s o]
8 6
EHm O O ] f s A s s s
7
p - = |
e -- - - .
8 - -
]
+1s
10
o
§
1",
. 11
__Intensidade C "7 == == wem  Intnsidade D
21— Fraca Média Forte Fraca Média Forte

44 BL
Intensidade 1ecm
== Fraca === Média === Forte

Figura 1. Zimogramas do perfil eletroforético de isoenzimas e proteinas produzidas pelos isolados de Lasiodiplodia theobromae (coleta 1). Nimeros

acima dos pogos equivalem aos isolados: LTF1, LTR2, LTRS, LTM7, LTR9,

LTR10, LTR11, LTR12, LTR13, LTR17, LTR18, LTR19, LTR20, LTR21,

LTR23, LTR24, LTR25, LTR27, LTF28, LTR31, respectivamente. A=ct-esterase, B=p-esterase, C=leucina aminopeptidase, D=fosfatase dcida, E=proteinas

totais

sistemas. Entretanto, Newton (19) relatou que fungos parasitas
obrigatdrios exibem pouca variagio devido a uniformidade do substrato,
diferente dos fitopatdgenos facultativos que estdo mais expostos a
diferentes substratos, bem como a variagcdes ambientais.

No sistema leucina-aminopeptidase, todos os isolados da C1
exibiram bandas monomérficas com excecdo de LTRS, LTR9 e LTR19
que formaram dois grupos idénticos com a mesma intensidade de
banda e mobilidade relativa: LTF1, LTR2, LTM7, LTR10, LTR11,
LTR13,LTR17 ELTR18 (RF=32,5); LTR20, LTR21, LTR23, LTR24,
LTR25, LTR27, LTF28 e LTF31 (RF= 44), demonstrando 100% de
similaridade. Dos trés isolados que ndo tiveram correlagdo com qualquer
outro isolado de L. theobromae, LTRS exibiu bandas protéicas fracas
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e com baixa mobilidade relativa, fato também observado para o sistema
fosfatase dcida, o qual apresentou agressividade a hospedeira. Essa
observacdo revela que estas enzimas sdo relevantes para a nutri¢ao de
L. theobromae e reforga a hip6tese de que o isolado com esta
caracteristica é uma racga fisioldgica de L. theobromae. Os isolados da
C2 também apresentaram bandas monomérficas. Contudo, verificou-
se maior dimorfismo entre estes. O LTR221, que esteve agrupado
entre 0s mais agressivos, ndo exibiu perfil para essa enzima (leucina-
aminopeptidase), o que também sugere tratar-se de uma nova raca,
embora isso ndo o tenha diferenciado frente a outros isolados, na
variagdo do niimero de bandas, nos demais sistemas enzimdticos. O
LTM220 néo exibiu similaridade com outro, da mesma coleta, neste
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Figura 2. Zimogramas do perfil eletroforético de isoenzimas e proteinas produzidas pelos isolados de Lasiodiplodia theobromae (coleta 2). Nimeros
acima dos pocos equivalem aos seguintes isolados: LTR203, LTR204, LTR206, LTM207, LTR212, LTR216, LTM220, LTM221, LTM222, LTR224,
LTR225, LTR228, LTR231, LTR232, respectivamente. A=co.-esterase, B=p-esterase, C=leucina aminopeptidase, D=fosfatase dcida, E=proteinas totais.

sistema de andlise.

Quanto ao sistema fosfatase acida, o nimero de bandas variou de
uma a trés, para os isolados da C1, com predominéncia de trés bandas.
Lima Filho et al. (9) encontraram resultados semelhantes para isolados
de Colletotrichum spp. de diferentes hospedeiros. Contudo, LTR12 e
LTR13 foram diferentes dos outros isolados e exibiram apenas uma
banda de forte intensidade da enzima. Isso também ocorreu com o
isolado LTR19, o qual expressou uma banda, porém de fraca
intensidade. Em contrapartida, esse dltimo isolado expressou alto
nivel de agressividade, sugerindo que esta enzima nao foi importante
na patogenicidade. Embora a fun¢do desta enzima ainda ndo esteja
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esclarecida em interagdes planta patégeno, (18), existe relato de que
esteja associada a mecanismos de defesa e maturacdo (25).

Para isolados da C2, o nimero de bandas variou de dois a quatro,
excetuando-se os isolados LTR203, com duas bandas de fraca
intensidade, LTM207, com uma banda fraca e outra média, LTR231 e
LTR232, ambos com duas bandas, média e forte, € com mesma
mobilidade relativa (RFs=49,47 e 60,00, respectivamente) e LTM22
com uma banda média e uma forte. Estes resultados indicam uma
grande variabilidade entre estes isolados, independente da época de
coleta e do 6rgdo do qual foram coletados.

Conclusivamente, os padrdes eletroforéticos analisados pelos
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sistemas proteinas totais, o-esterase, P-esterase, fosfatase dcida e
leucina aminopeptidase apresentaram polimorfismo, demonstrando a
diversidade na base genética dos isolados. Enquanto que nas bandas
de mobilidades relativas, utilizadas para obtencdo dos valores para
expressar o CS, existem outros fatores a serem considerados, como
concentracdo da enzima refletida pela colorag@o forte e largura da
banda formada. Os valores dos Rfs revelaram o comportamento
polimérfico das moléculas genéticas apresentando diferengas intra-
especificas presentes entre os isolados de L. theobromae estudados
nesta pesquisa.

A atividade patogénica de alguns fungos, conforme Di Piero &
Pascholati (7) estd diretamente relacionada com a sua capacidade
enzimadtica. Em certos casos, correlagdes entre a presenca de certas
atividades enzimaticas e o desenvolvimento de sintomas de doengas
tém sido encontradas (6, 9).

Considerando que isolados de L. theobromae originados de
diferentes dreas geogréficas e 6rgdo das plantas hospedeiras apresentam
variagdes em suas caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas,
comportando-se de maneira distinta quanto ao crescimento, esporulacao
e patogenicidade (15, 21) e producéo de enzimas extra e intracelulares,
fazendo-se necessdrio mais conhecimento sobre seu comportamento.
Contudo, este estudo oferece maiores subsidios na avaliacdo de uma
populagdo de isolados de L. theobromae, baseado em andlise de
isoenzimas, promovendo informagdes valiosas quanto a variabilidade
genética de uma populagdo desse fitopatégeno, em mangueira.

Os isolados de Lasiodiplodia theobromae foram patogénicos em
manga, independente do 6rgao da planta do qual foram isolados e da
época de coleta. Os isolados agruparam-se em trés grupos de
agressividade, sendo os mais agressivos isolados de ramos e de frutas.
Nao houve influencia da época de coleta, 6rgéo da planta e regido de
origem dos isolados quanto a produc¢@o ou ndo de enzimas. Os isolados
utilizados neste trabalho apresentaram comportamento polimdrfico
em relacdo as atividades enzimdticas. Os sistemas enzimdticos
utilizados neste estudo foram eficientes para avaliarem o arsenal
enzimatico de L. theobromae, isolados de mangueira.
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