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RESUMO

Serra, I.M.R.S.; Coelho, R.S.B.; Menezes, M. Caracterizacdo fisioldgica, patogénica e analise isoenzimatica de isolados monospdricos e multisporicos
de Colletotrichum gloeosporioides. Summa Phytopathologica, v.34, n.2, p.113-120, 2008

Foram caracterizados isolados monospéricos, obtidos de seis
isolados multispéricos de Colletotrichum gloeosporioides, de cajueiro
e mangueira, quanto a morfologia das coldnias, crescimento micelial
em BDA, patogenicidade e andlise isoenzimatica. As col6nias dos
isolados multispéricos apresentaram diversidade quanto a cor e
aspecto, mas ndo foram observadas variacdes expressivas na
morfologia dos 60 isolados monospdricos, quando comparados aos
respectivos multispéricos, e apenas em dois isolados foi possivel
observar caracteristicas morfoldgicas diferentes. Os isolados estudados
exibiram bom crescimento em BDA, aos seis dias de incubacdo. Alguns
isolados monospdricos, obtidos de quatro multispéricos de cajueiro e

mangueira, foram heterogéneos no crescimento micelial. A
patogenicidade foi o parametro que melhor caracterizou a variagao
entre isolados monospdricos e multispéricos de C. gloeosporioides.
Diferentes niveis de agressividade foram observados entre e dentro dos
isolados monospdricos e multispéricos. Os padrdes eletroforéticos de
isoesterases demonstraram que ndo houve variagdo, quanto a anélise
isoenzimatica, entre os isolados monospoéricos e os multisporicos dos
quais foram originados. Os resultados deste trabalho sugerem que a escolha
do tipo de isolado de C. gloeosporioides para estudos em cajueiro e
mangueira deve ser precedida da comparacédo entre isolados monosporicos
e multispdricos com base no crescimento micelial e patogenicidade.

Palavras-chaves adicionais: antracnose, monospdricos, mangueira, cajueiro.

ABSTRACT

Serra .M.R.S.; Coelho R.S.B.; Menezes, M. Physiologic and pathogenic characterization, and isozyme analysis of monosporic and
multisporic isolates of Colletotrichum gloeosporioides. Summa Phytopathologica, v.34, n.2, p.113-120, 2008

Monosporic isolates of Colletotrichum gloeosporioides obtained
from six cashew and mango trees multisporic isolates were
characterized for colony morphology, mycelial growth on BDA,
pathogenicity and isozyme analysis. The colonies of multisporic
isolates presented diversity of color and aspect, but expressive
morphological variations were not observed in 60 monosporic
isolates compared to their respective multisporic. Only in two
isolates it was possible to observe different morphologic
characteristics. All the studied isolates showed good growth on
BDA until six days after incubation. Some monosporic isolates obtained
from four cashew and mango multisporic ones showed heterogeneous

mycelial growth. Pathogenicity was the variable that best characterized
the variation between monosporic and multisporic isolates of C.
gloeosporioides. Different aggressiveness levels were observed
among and within monosporic and multisporic isolates. In the
analysis of isozymes, the electrophoretical patterns of isoesterases
showed no variation among the monosporic isolates and the
parental multisporic ones. The results of this work suggest that
the selection of the C. gloeosporioides type isolate for studies on
cashew and mango should be preceded by a comparison between
monosporic and multisporic isolates based upon mycelial growth
and pathogenicity.

Additional keywords: anthracnose, monosporic, mango tree, cashew tree.

O género Colletotrichum € um dos mais importantes entre os fungos
fitopatogénicos a nivel mundial, especialmente nas regides tropicais e
subtropicais, envolvendo espécies que causam doengas de expressao
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econdmica em leguminosas, cereais, hortalicas e culturas perenes,
incluindo diversas frutiferas (12, 16).
A antracnose em frutiferas, causada na maioria dos casos por
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Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc., é considerada
uma doenga economicamente importante no Nordeste do Brasil (30),
incidindo sobre ramos novos, folhas, inflorescéncias e frutos. Nas
folhas, ha o aparecimento de manchas escuras e de contornos irregulares,
que resultam em lesBes ou perfura¢es quando os tecidos necrosados
se destacam. As inflorescéncias afetadas apresentam flores escuras,
tomando o aspecto de queimadas pelo fogo, morrendo a seguir. As
lesBes na raquis podem levar a queda dos frutos, antes da maturacao
fisioldgica, ou mumificacdo quando ainda novos. No periodo de
maturacdo, hd o aparecimento de lesdes escuras e deprimidas na
superficie do fruto, que podem atingir também a polpa (24, 28). A
doenca pode ocasionar prejuizos que variam em funcdo do grau de
suscetibilidade da planta hospedeira e das condi¢des ambientais.

Espécies de Colletotrichum tém sido identificadas quase
exclusivamente através da caracterizagdo morfologica, cultural e
molecular. Caracteristicas como morfologia de conidios, presenca ou
auséncia de setas, formacdo de apressorios, presenga ou auséncia de
teleomorfo, coloracéo da coldnia e taxa de crescimento micelial, sdo as
mais utilizadas. Modernamente, caracteristicas genéticas, usando
marcadores moleculares, como analise de polimorfismo de
comprimento de fragmento de restricdo de DNA (RFLP), analise de
polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD) e analises
isoenzimaticas tém sido amplamente usadas na caracterizacdo e
identificacéo de espécies do género Colletotrichum (11, 15, 32, 35).

Alguns autores afirmam que C. gloeosporioides apresenta grande
variacdo morfoldgica e fisiol6gica. Até mesmo isolados monoconidiais
tém mostrado uma elevada variabilidade quando expostos a diferentes
condig0es culturais (8, 18, 23). Inimeros trabalhos tém sido realizados
utilizando-se isolados monospdricos de C. gloeosporioides, porém,
ndo foram encontrados na literatura disponivel estudos que
demonstrem diferencas, sejam elas morfoldgicas, fisioldgicas, genéticas
e patogénicas, entre isolados monosporicos e multispdricos de C.
gloeosporioides. Mesmo em relacdo a outros fungos, sdo raros 0s
trabalhos abordando este aspecto. Pio-Ribeiro & Chaves (27),
analisando culturas monospéricas obtidas de 64 isolados de
Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. Et Magn.) Scrib., verificaram
que a nivel de ragas, caracterizadas com base na reacdo de quatro
diferenciadoras de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L), ndo ocorreu
variacdo entre isolados monospdricos e multisporicos. Nesse mesmo
patossistema, Oliveira et al. (26) também ndo observaram variacédo de
racas em isolados monospéricos obtidos em 90 amostras de feijoeiro
com sintomas da antracnose. No fungo entomopatogénico
Lecanicillium lecanii (Zimm.) Zare & Gams, Madrigal et al. (22)
compararam sete isolados multispdricos e 28 monosporicos (quatro
de cada multispérico), observando que em relagdo a morfologia (cor,
aspecto da coldnia e tipo do micélio) ndo houve diferenciacéo entre
isolados monosporicos e multisporicos. No entanto, diferencas
significativas ocorreram quanto a taxa de germinacéo dos conidios e
esporulagéo.

O presente trabalho objetivou caracterizar isolados monospdricos
e multispdricos de C. gloeosporioides, obtidos de cajueiro (Anacardium
occidentale L.) e mangueira (Mangifera indica L.), cultivados em
diferentes estados do Nordeste, quanto aos aspectos culturais das
coldnias, caracteristicas fisiolégicas, patogénicas e analise
isoenzimatica.

MATERIAL E METODOS

Obtengao dos isolados originais
Os isolados multispéricos foram obtidos de cajueiro e mangueira,
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dos estados do Maranh&o, Pernambuco e Paraiba, e codificados com
base na procedéncia, em CMA (cajueiro-MA), CPE (cajueiro-PE),
CPB (cajueiro-PB), MMA (mangueira-MA), MPE (mangueira-PE), e
MPB (mangueira-PB). O fungo foi isolado a partir de folhas com
sintomas de antracnose. Fragmentos de tecidos foram retirados das
margens das lesdes, desinfestados superficialmente em uma solugéo
de hipoclorito de sédio a 1%, durante 2 minutos e, em seguida, lavados,
em duas porg¢des consecutivas, de agua destilada e esterilizada. Logo
apos, os fragmentos foram plaqueados em meio de cultura batata-
dextrose-agar (BDA) e, incubados a 25 +2°C, com fotoperiodo de 12
horas. A partir das culturas puras de C. gloeosporioides foram
preparadas as monospadricas.

Aspectos culturais das col6nias de isolados monospéricos e
multisporicos de Colletotrichum gloeosporioides

Dez culturas monospdricas foram obtidas de cada um dos seis
isolados originais, perfazendo o total de 60 isolados, através do seguinte
procedimento: preparou-se uma suspensao de conidios, das culturas
de C. gloeosporioides com cinco dias de idade, e apds leve agitacéo
dos tubos que continham a suspensdo, foi retirada uma aliquota de
1ml e colocada na superficie do meio BDA, contido numa placa de
Petri, e em seguida espalhou-se cuidadosamente sobre 0 meio a
suspensao de conidios. As placas foram incubadas durante 24 horas a
temperatura de 25 +2°C, sob fotoperiodo de 12 horas. Ap6s o periodo
de incubacéo, e com auxilio de um microscdpio estereoscopico, foram
visualizados os conidios germinados, e estes transferidos
individualmente para o centro de placa de Petri, contendo BDA. Cada
cultura monospérica foi designada com um cddigo referente ao isolado
multisporico que lhe deu origem, procedendo-se a incubagdo durante
sete dias, sob as mesmas condi¢des de temperatura e luminosidade.

A avaliacdo dos isolados foi efetuada de forma comparativa entre
as monosporicas e, também, em relagdo aos multispéricos de origem,
e consistiu na observagdo do aspecto topografico das coldnias e
coloragdo das mesmas.

Caracterizacdo fisioldgica e patogénica de Colletotrichum
gloeosporioides
Crescimento micelial em BDA

Para o estudo das caracteristicas fisioldgicas, foram utilizados
0s 60 isolados monosporicos obtidos conforme descrito
anteriormente. As placas foram incubadas a 25 +2°C, sob
fotoperiodo de 12 horas. Neste experimento, foi observado o
crescimento do micélio, medindo-se diariamente o diametro da
coldnia em intervalos de 24 horas, com auxilio de uma régua
milimetrada, e tomando-se duas medi¢des, em sentidos diametralmente
opostos. Em seguida, foi estabelecida uma média de crescimento micelial
em cada placa. As leituras foram iniciadas 48 horas ap0s a instalagdo
do experimento, até a ocasido em que um dos isolados houvesse
colonizado toda a superficie do meio de cultura, que correspondeu a
seis dias de incubacdo para alguns isolados.

Patogenicidade dos isolados monosporicos e multispdricos

No estudo da patogenicidade foram utilizados 30 isolados
monosporicos, sendo cinco de cada isolado multispérico (CMA, CPE,
CPB, MMA, MPE, e MPB) escolhidos aleatoriamente.

Na avaliacdo do comportamento patogénico, os isolados foram
inoculados em folhas destacadas de mangueira e cajueiro, usando-se
discos de micélio e meio de cultura (5mm de diametro) retirados de
coldnias jovens do patégeno, em BDA. A inoculacéo foi realizada
utilizando o método com ferimento, produzido com estilete flambado,

Summa Phytopathol., Botucatu, v. 34, n. 2, p. 113-120, 2008



e depositando-se o indculo em trés pontos da superficie foliar. Apés a
inoculacdo, as folhas foram acondicionadas em bandejas plasticas
forradas com papel de filtro e mantidas em camara Umida até o
aparecimento dos sintomas. Para as testemunhas repetiram-se 0s
mesmos procedimentos, porém sendo depositados somente discos
de meio de cultura BDA. As bandejas foram incubadas a 25 +2°C,
sob fotoperiodo de 12 horas.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado com quatro repeticdes (representadas por bandejas), e
cada parcela constituida por cinco folhas/bandeja, sendo os dados
obtidos submetidos a analise de variancia e as médias comparadas
pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

A avaliacdo foi realizada aos sete dias ap0s a inoculagéo, através
da leitura do comprimento e largura das lesdes e observacdo das
caracteristicas das lesdes.

Caracterizagdo Isoenzimatica
Cultivo do fungo e obtencéo do extrato protéico

Foram utilizados 30 isolados monospdricos obtidos a partir de
seis isolados multispdricos de C. gloeosporioides. Todos os isolados
foram cultivados em 125 mL do meio BD (200g batata, 20g dextrose/
litro de agua destilada) durante seis dias, a temperatura de 25 +2°C,
sob fotoperiodo de 12 horas, com suave agitacdo duas vezes ao dia.

A coleta do micélio de cada isolado foi feita por filtragdo, apos
duas lavagens sucessivas com agua destilada esterilizada gelada.
Em seguida, 400mg de micélio foram trituradas em almofariz
refrigerado com adicdo de 150mg de sacarose, 150mg de
polivinilpirrolidona e 1mL do tampéo Tris-glicina 0,125 M, pH
8,2. Ap6s o periodo de repouso de 12horas, todas as amostras
foram centrifugadas a 14.000 rpm, por 6 minutos. Os extratos
protéicos foram estocados no congelador, para uso posterior.

Preparo das placas de gel e corrida eletroforética

Placas de gel de poliacrilamida a 5% em tampao tris-glicina a
0,125 M, pH 8,2, foram preparadas seguindo a metodologia
descrita por Alfenas et al. (2). Ap6s a polimerizacdo completa
do gel, este foi colocado numa cuba horizontal contendo o
tampao Tris-glicinaa 0,125 M, pH 8,2. Foram aplicados 10mL
do extrato protéico de cada isolado, individualmente, nas
cavidades do gel. Como marcador foi utilizado o azul de
bromofenol. A corrida eletroforética foi realizada a 4°C, sob
corrente constante de 10mA, sendo interrompida quando o
corante marcador percorreu 6,5cm do gel (4).

Coloracdo para detecgdo de isoesterases

Para revelagdo das bandas de esterase, o gel foi imerso por
uma hora numa solugdo contendo 0,1 M de tampao fosfato pH
6,5 (100mL), 1% a-naftil acetato (50mg) e 50mg de fast blue
RR, e mantido no escuro, a temperatura de 37°C. Em seguida, 0
gel foi imerso em acido acético glacial 7% para a fixacdo das
bandas (4).

Para avaliacdo dos perfis isoesterdsicos dos isolados foram
considerados os seguintes parametros: nimeros de bandas,
intensidade da cor e mobilidade relativa (Rf) no gel de
poliacrilamida, a qual foi determinada pela férmula: Rf = (d/D)
x 100, onde d = distancia percorrida pela molécula; D = distancia
percorrida pelo corante marcador (2). A avaliacdo da similaridade
genética entre os isolados no sistema estudado, foi determinada
usando o coeficiente de Jaccard, sendo a analise da matriz e o
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agrupamento genético realizado pelo método Aritmético Ndo
Ponderado de Determinacdo de Grupos (UPGMA) utilizando
0 programa NTSYS-pc.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Aspectos culturais das colonias de isolados monosporicos e
multisporicos de Colletotrichum gloeosporioides

As coldnias apresentaram grande diversidade com relagdo a
cor e aspecto, de acordo com os diferentes isolados
multispéricos. Porém quando comparados os isolados
monospoéricos com os originais (isolados multispéricos) nao
foi observada variacdo expressiva na morfologia da coldnia,
conforme mostra a Figura 1. Apenas dois isolados monospéricos
CMA e MPB, exibiram caracteristicas morfoldgicas diferentes
dos multispdricos de origem, o que sugere diversidade genética
em um mesmo isolado multispérico. Em alguns isolados
multispéricos como MMA, CPE e CPB foi visivel a produgdo
de massas de conidios na superficie da coldnia, de coloragdo
alaranjada. Somente os isolados monosporicos obtidos a partir
de MPE, CPB e CPE apresentaram colénias de coloragdo
alaranjada, com abundante producdo de massa de conidios. As
coldnias dos isolados multispéricos MPE, MPB e CMA
variaram quanto & formacdo de micélio aéreo flocoso sem
conidios aparentes, a micélio escasso e submerso, porém bem

Figural. Aspecto cultural das coldnias de isolados monosporicos e
multisporicos (centro)
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Figura 2. Crescimento micelial de isolados monospéricos e multispéricos de Colletotrichum gloeosporioides em meio BDA, aos seis dias de incubagéo.

esporulado (Figura 1). Segundo Menezes (23), isolados
pertencentes a mesma espécie de C. gloeosporioides
apresentaram entre si grande variabilidade no mesmo substrato,
admitindo estar este fato relacionado com a presenca de racas
fisioldgicas.

Os resultados obtidos mostram correlacdo com aqueles
apresentados por alguns pesquisadores que avaliaram o
comportamento de Colletotrichum spp. com base nas caracteristicas
culturais, como aspectos de col6nias (1, 6, 19, 20). Ferraz (8)
classificou isolados de espécies de Colletotrichum em grupos e
subgrupos, em funcdo da variacdo observada em cultura. Estudos
baseados na caracterizagdo cultural, como coloracédo e aspecto da
col6nia, realizados por Johnston & Jones, (19) puderam reconhecer
16 grupos distintos, de diversos isolados de Colletotrichum, obtidos
de fruteiras na Nova Zelandia.
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Caracterizagao fisiologica e patogénica de Colletotrichum
gloeosporioides
Crescimento micelial em BDA

Os resultados obtidos para crescimento micelial dos diferentes
isolados de C. gloeosporioides estdo representados na Figura 2.
Considerando que as culturas monosporicas foram obtidas a partir de
um unico conidio da colénia multispérica, ndo foram feitas repeti¢des
no experimento. Os isolados estudados apresentaram bom crescimento
micelial em BDA, aos seis dias de incubacéo. Os isolados monospdricos
oriundos dos multispéricos CPE e MPB ndo exibiram diferencas
expressivas no crescimento micelial em BDA, aos seis dias de
incubacgdo. No entanto, alguns monospéricos obtidos de CMA, CPB,
MMA e MPE foram heterogéneos no crescimento, destacando-se o
CMAS8, CPB1, MMA7 e MPES8. Em virtude da impossibilidade de
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FIGURA 3 - Dendrograma dos isolados (30 monospéricos e 6 multispéricos) de Colletotrichum gloeosporioides obtidos de mangueira e cajueiro baseado
na andlise isoesterasica, usando o método UPGMA e o coeficiente de Jaccard por meio do programa NTSYS-pc.

analise estatistica dos dados, ndo podem ser asseguradas diferengas
entre os isolados. Contudo, em C. graminicola (Ces.) G.W. Wilson,
Lima (21) relata que variacGes em crescimento entre 66,1 e 77,8
mm foram significativas ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste
de Tukey. No presente trabalho foram observadas diferengas no
crescimento, entre isolados monospéricos e multispéricos, que
variavam de 12 a 15,5 mm. Estes resultados demonstram a possivel
variacdo em crescimento micelial entre isolados monospdricos de
C. gloeosporioides infectando cajueiro e mangueira. Em relacéo a
aspectos fisioldgicos, o trabalho de Madrigal et al. (22), com o
fungo L. lecanii, evidencia diferencas entre isolados monosporicos
e multispdricos.

Os isolados obtidos a partir de MMA (mangueira-MA) foram
0s que se destacaram com as maiores médias de crescimento micelial,
com valores que variaram entre 86,0 a 71,0mm. O isolado que
apresentou menor média de crescimento foi o MPB (mangueira-
PB) com 60,0mm de crescimento aos seis dias, assim como 0s
isolados monosporicos obtidos a partir dele. Ha relatos na literatura
sobre variagdo em C. gloeosporioides devido as condigdes
nutricionais e ambientais utilizadas no cultivo do fungo (20, 29,
33). Tais variagdes, entre outras, refletem-se no crescimento,
producdo de conidios, caracteristicas da colbnia e estruturas
morfolégicas. (Inserir Figura 2)

Com relagéo aos fatores que influenciam o crescimento micelial
e esporulagdo de espécies do género Colletotrichum, Francisco Neto
et al. (10), trabalhando com isolados de C. gloeosporioides
provenientes de Passiflora, observaram diferencas entre os isolados
em relacéo a capacidade de crescimento e esporulagéo e constataram
também que a luz ndo influenciou a quantidade de conidios
produzidos, porém o meio de cultura exerceu marcante efeito sobre
esta caracteristica, variando conforme o isolado.
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Patogenicidade dos isolados monosporicos e multispdricos

Quanto a patogenicidade, todos os isolados monospéricos e
multispéricos foram patogénicos em folhas destacadas de cajueiro e
mangueira, induzindo sintomas da doenca, caracterizados por manchas
escuras e levemente deprimidas e formacao de massa conidial sobre as
lesdes. Os isolados monosporicos obtidos de cajueiro induziram
maiores lesGes que aqueles provenientes de mangueira. A avaliagdo
patogénica dos isolados, através da variavel comprimento de lesdo,
mostrou diferencas estatisticas significativas dos isolados
monosporicos e seus isolados parentais, conforme mostra a Tabela 1.

Avariabilidade patogénica é um parametro de extrema importancia
na diferenciacdo de isolados de C. gloeosporioides e com isso inimeros
trabalhos tém sido desenvolvidos levando em consideragdo essa
caracteristica (7, 13, 17). Resultados interessantes em relagdo a
patogenicidade foram também obtidos por Souza & Sobrinho (31) que
demonstraram grande variabilidade morfoldgica e patogénica de
Colletotrichum gloeosporioides oriundos de frutos de mangueiras.

Os isolados de cajueiro CMA e CPE apresentaram menores
comprimentos de lesfes (Pd” 0,05) quando comparados com 0s
isolados monospdricos correspondentes. Os isolados CMAL e
CPE4 apresentaram as maiores lesées com 1,02 e 1,45 cm,
respectivamente (Tabela 1). Ndo houve diferenca estatistica
significativa entre o isolado CPB e os monosporicos obtidos. Deve
ser ressaltada a variacao significativa entre isolados monospéricos
dentro de cada multisporico, conforme pode ser observado em
relagdo aos isolados CMA1, CPE4 e CPBA4.

Em mangueira, os isolados multispéricos MMA, MPE e MPB
induziram maiores tamanhos de lesdes e os isolados monospéricos
correspondentes apresentaram lesdes significativamente menores,
ao nivel de 5% de probabilidade. Dentro de cada isolado
multispérico de mangueira ndo foi observada variagéo significativa

117



Tabela 1. Médias do tamanho das lesdes formadas em folhas destacadas de
mangueira e cajueiro causadas por Colletotrichum gloeosporioides, isolados
monosporicos e multispéricos, sete dias ap6s a inoculagao.

!1solado Cajueiro Comprimento(cm)* ‘Isolados Mangueira Comprimento(cm)*

CMA 0,62 ¢ MMA 1,40 a
CMA1l 1,02 a MMA1 0,57 b
CMA2 0,92 ab MMA2 0,55 b
CMA3 0,85 ab MMA3 0,57 b
CMA4 0,80 bc MMA4 057 b
CMA 5 0,82 b MMADS 0,60 b
7 St V7 - B
CPE 0,50 ¢ MPE 1,20 a
CPE1 0,82 bc MPE1 0,60 b
CPE2 10b MPE2 0,50 b
CPE3 1,17 ab MPE3 055b
CPE4 1,45 a MPE4 057 b
CPES5 1,1 ab MPES5 0,60 b
VAt TSttt ¢ Y S
CPB 0,95 ab MPB 1,27 a
CPB1 0,92 ab MPB1 0,50 b
CPB2 0,85 b MPB2 0,50 b
CPB3 0,85 b MPB3 0,55 b
CPB4 1,07 a MPB4 0,50 b
CPB5 1,0 ab MPB5 0,60 b
cv 983 1361

* Média de quatro repeti¢des. Letras mintsculas no sentido vertical ndo
diferem ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
'CMA/CPE/CPB/MMA/MPE e MPB (isolados multispéricos) e demais
isolados monospéricos.

na patogenicidade entre isolados monospdricos. Nesse caso, €
importante destacar que os isolados multispéricos foram mais
agressivos e, portanto, deveriam ser recomendados em estudos
envolvendo a patogenicidade de C. gloeosporioides em mangueira.

Estes resultados diferem daqueles obtidos por Pio-Ribeiro &
Chaves (27) e Oliveira et al. (26), que ndo verificaram diferencas na
patogenicidade entre isolados monospoéricos e multispdricos de C.
lindemuthianum.

Padroes eletroforéticos de isoesterases de isolados
monospadricos e multisporicos de Colletotrichum
gloeosporioides, em gel de poliacrilamida

Dentro do sistema esterasico, o nimero de bandas variou de
uma a trés, com predominancia de trés bandas da esterase para
todos os isolados monospdricos e multisporicos obtido de cajueiro
€ mangueira, com excecao do isolado MPB que apresentou somente
uma banda (Est4). A intensidade das bandas variou de maneira
independente dos isolados monosporicos e multispéricos e da
planta hospedeira (Tabela 2). Todos os isolados, tanto os
monospéricos como os multispéricos, apresentaram apenas uma
banda monomorfica (Est4) de intensidade mediana e mesma
localizagéo no gel (Rf =104,61).

O dendrograma construido por meio do programa NTSY S-pc,
utilizando o coeficiente de Jaccard, reuniu, de acordo com os perfis
isoesterasicos, os isolados em dois grupos, sendo um formado pelos
monospéricos e multispoéricos de mangueira da PB, PE e MA ¢
cajueiro de PE e o segundo por todos os isolados de cajueiro do
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FIGURA 4 - Padrdes isoesterasicos apresentados por isolados monosporicos
e multispéricos de Colletotrichum gloeosporioides - CMA (isolado de
cajueiro proveniente do Maranh&o).

* O CMA corresponde ao isolado multispérico e os nimeros de um a cinco
aos isolados monospéricos.

MA e PB, os quais apresentaram 100% de similaridade (Figura 3),
mostrando a estreita relagdo existente entre os isolados no sistema
esterasico. Os resultados obtidos evidenciam que ndo houve
polimorfismo quanto a analise isoenzimatica entre os isolados
monosporicos e multispéricos dos quais foram obtidos (Figura 4).

Com relacdo as espécies do género Colletotrichum, varios
trabalhos foram desenvolvidos objetivando comparar padrbes
protéicos e isoenzimaticos entre: isolados de C. guaranicola (34),
C. lindemuthianum (9), C. gloeosporioides (3, 14) e C. graminicola
(15, 21), além de outros. Em todos os casos, 0s autores observaram
variagdao no numero, na intensidade e mobilidade relativa (Rf) das
bandas formadas no gel de poliacrilamida, permitindo visualizar
grupos de similaridade entre os isolados de uma mesma espécie.

Segundo Bonde et al. (5) a ocorréncia de grande polimorfismo
para o sistema esterase é esperada devido a participagdo de varios
loci, onde cada um apresenta diferentes tipos de alelos. Bandas
produzidas pelo mesmo locus tendem a ocupar a mesma zona no
gel. O mesmo autor afirma que a freqiiéncia de loci polimérficos
indica que as espécies tém considervel variagdo. De acordo com
Micales et al (25) as isoenzimas sdo formas moleculares multiplas
de uma mesma enzima e que somente aquelas constituidas de
aminoacidos diferentes em carga elétrica ou forma podem ser
separadas através da eletroforese, resultando na formagéo de bandas
que representam apenas parte da variabilidade genética de um
organismo. Lima (21) afirma que embora cada isolado represente
uma populacdo de biotipos, a padronizacdo das condigbes de
cultivos monosporicos, podem reduzir a variagcdo observada em C.
graminicola, quanto aos padrdes protéicos e isoenzimaticos.

Em func¢édo das caracteristicas morfofisioldgicas foi possivel
detectar diferencas entre os isolados monospdéricos e multispdricos
de C. gloeosporioides obtidos de cajueiro e mangueira. Os aspectos
culturais e crescimento micelial permitiram a distin¢do entre as
culturas monospdricas em relagdo a alguns isolados. A
patogenicidade promoveu uma separagdo mais efetiva nos isolados
de cajueiro que de mangueira e sugere ser o melhor parametro de
escolha de isolados para estudos com C. gloeosporioides. Os
padrdes eletroforéticos de isoesterases ndo permitiram evidenciar
diferengas entre os isolados monospdricos e multisporicos. Os
resultados deste trabalho sugerem que a escolha do tipo de isolado de
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TABELA 2. Numero total, intensidade e mobilidade relativa das bandas de esterases apresentadas pelos isolados monospéricos e multispéricos de
Colletotrichum gloeosporioides.

Isolado Cajueiro No. deBandas Intensidade das Bandas Mobilidade Relativa
Forte  Meédia  Fraca 1 2 3
o.owAa 3. ____ A 2 0 7076 9076 10461
CMA1l 70,76 90,76 104,61

CPE1 3 1 2 0 70,76 90,76 104,61
CPE2 3 1 2 0 70,76 90,76 104,61
CPE3 3 1 2 0 70,76 90,76 104,61
CPE4 3 1 2 0 70,76 90,76 104,61
CPES 3 1 2 0 70,76 90,76 104,61
 cPB 3 1 2 o 7076 90,76 104,61
- cePBL 3 1 2 o 7076 90,76 104,61
CPB2 3 1 2 0 70,76 90,76 104,61
CPB3 3 1 2 0 70,76 90,76 104,61
CPB4 3 1 2 0 70,76 90,76 104,61
CPB5 3 1 2 0 70,76 90,76 104,61
Isolado Mangueira No. de Bandas Intensidade das Bandas Mobilidade Relativa
~ Forte  Média Fraca 1 2 3 4
B S S S SO o X St 17
MMAL1 3 1 1 1 46,15 64,61 - 104,61
MMA2 3 1 1 1 46,15 64,61 - 104,61
MMA3 3 1 1 1 46,15 64,61 - 104,61
MMA4 3 1 1 1 46,15 64,61 - 104,61
___M™MAs 3 _____1 1. L 1 ____415 6461 - _ 10461 ________
___MPE_ 3. o 3 0. _ 4615 _ - 7846 10461
MPE1 3 0 3 0 46,15 - 78,46 104,61
MPE2 3 0 3 0 46,15 - 78,46 104,61
MPE3 3 0 3 0 46,15 - 78,46 104,61
MPE4 3 0 3 0 46,15 - 78,46 104,61
MPES5 3 0 3 0 46,15 - 78,46 104,61
 MPB 1 o R T - - - 10461
© wmeBL 1 o o T - - 10461
MPB2 1 0 0 1 - - - 104,61
MPB3 1 0 0 1 - - - 104,61
MPB4 1 0 0 1 - - - 104,61
MPB5 1 0 0 1 - - - 104,61
C. gloeosporioides do cajueiro e mangueira e, possivelmente, de outras 1. Afanador-Kafuri, L; Minz, D.; Maymon, M.; Freeman, S. Charac-
culturas agricolas, deve ser feita apds analise com base no crescimento terization of Colletotrichum isolates from tamarillo, passiflora,

and mango in Colombia and identification of a unique species

micelial e patogenicidade. Assim sendo, vale ressaltar que o uso bastante
patog g from the genus. Phytopathology, St. Paul, v.93, p.579-587,

difundido das culturas monospéricas em C. gloeosporioides, sem

2003.
prévia analise, pode garantir uniformidade genética, mas ndo 2. Alfenas, C. A.: Peters, I.; Brune, W.: Passador, G. C. Eletrofore-
representatividade do isolado na populagédo do fungo. se de proteinas e isoenzimas para identificacdo de espéci-
es de fungos e esséncias florestais. Vigosa: UFV, 1991. 242p.
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