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RESUMO

A antracnose, causada por Colletotrichum spp., pode
ocasionar grandes perdas a nivel de campo e em pds-colheita sobre
diversas culturas e seus produtos. O presentetraba ho teve por objetivos
testar a patogenicidade cruzada de isolados de C. gloeosporioides
do caju (Anacardiumoccidentale) (CAJ), manga(Mangiferaindica)
(MG), maméo (Carica papaya) (MM), maracuja (Passiflora edulis)
(MR) e C. musae dabanana (Musa spp.) (BAJ); avaliar a produgdo
de enzimas extracelulares (amilolitica, celulolitica, lipolitica e
proteolitica) produzidas pelos isolados em substratos solidos
especificos; e detectar padrdes eletroforéticos de proteinas totais e
isoenzimas (o-esterase, -esterase, fosfatase acida e leucina
aminopeptidase). Na andlise da patogenicidade cruzada, todos os

isoladosde Colletotrichumspp. induziram lesGes necrdticas, deprimidas
sobre osfrutos, exceto em maracuja quefoi suscetivel tdo somente ao
isolado MR. Quanto aproducao de enzimasextracel ulareshidraliticas,
osisoladosde C. gloeosporioides produziram amilase, lipase, protease
ecelulase, sendo queestalltimaenzimandofoi detectadaem C. musae.
Comrelacdo aandlise eletroforéticade proteinastotaiseisoenzimas, 0s
isolados apresentaram variagdes no niimero e posi¢ao das bandas no
gel de poliacrilamida em todos os sistemas, com excegdo de leucina
aminopeptidase, onde bandas monomdrficas foram formadas, sem
variacdo naintensidade e poucavariagdo namobilidade relativa.
Palavr as-chaveadicionais: Colletotrichumgloeosporioides,
C. musae, patogenicidade, eletroforese de proteinas e isoenzimas.

ABSTRACT

Enzymatic characterization and crossed pathogenicity of
Colletotrichum spp. associated with postharvest diseases
Anthracnose caused by Colletotrichum spp. may result in
great lossesin field productionsand post-harvest conditionsfor severa
cultures and their products. The objective of this work was to test
the pathogenicity of C. gloeosporioides isolates from cashew
(Anacardium occidentale) (CAJ), mango (Mangiferaindica) (MG),
papaya (Carica papaya) (MM) and passion fruit (Passiflora edulis)
(MR) and C. musae from banana (Musa spp.) (BAJ); to evaluatethe
production of extra cellular hydrolytic enzymes (amylolytic,
celullolytic, lypolytic, proteolytic) by the isolates on specific solid

culture media; and to detect el ectrophoretic patterns of total proteins
and isoenzymes (o-esterase, B-esterase, acidic phosphatase and
leucine aminopeptidase). In crossed pathogenicity tests, all
Colletotrichum spp. isolates produced necrotic and depressed lesions
on fruits, except on passion fruit, which was susceptible only to the
MR isolate. Theisolates of C. gloeosporioides produced amylolytic,
lypolytic, proteolytic, and celullolytic enzymes, and C. musae did
not produce any detectable celulase. Electrophoretic analysis of
total proteins and isoenzymes showed variationsin the number and
position of the bands among all isolates in the systems used, except
for leucine aminopeptidase, which was monomorphic.

INTRODUCAO

A antracnose causada por espécies de Colletotrichum
€ aprincipa doenca de frutos em pés-colheita nas regides
tropicais e subtropicais do mundo, como a banana (Musa
spp.), o caju (Anacardium occidentale L.), a manga
(Mangifera indica L.), o maméo (Carica papaya L.) e o
maracuja(Passiflora edulisf. flavicarpa Deg.) (Benato, 1999;
Pereset al., 2002). O sintomatipi co dadoencaé caracterizado
por lesbes arredondadas, grandes, necréticas e bordos ligei-
ramente el evados com o centro dostecidos deprimidos, onde
sd0 produzidas massas de conidios de coloracdo alaranjada

*Parte da dissertagdo do primeiro autor. Universidade Federal Rural de
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(Bailey et al., 1992), podendo ocorrer uma podriddo-mole nos
frutos, prejudicando asuacomercializacdo (Limaet al.,1993).

Deacordo com Muniz et al. (1998), avariabilidade de
isolados de Colletotrichum gloeosporioides (Penz) Penz &
Sacc. sugere a existéncia de grupos de especializagdo
patogénica. Assim, humerosos casos tém sido reportados,
nos quais, espécies e bidtipos de Colletotrichum estéo asso-
ciados aum Unico hospedeiro (Smith & Black, 1990). Testes
de patogenicidade em inoculagBes cruzadas em diversos
hospedeiros séo usados como forma de caracterizagéo
patogénicaentreisolados (Denoyes & Baudry, 1995; Muniz
etal., 1998; Furtado et al., 1999; Pereset al., 2002), visando
demonstrar a especificidade ou a gama de hospedeiros dos
isolados ou espécies distintas.

Por meio da determinacdo da atividade enziméticade
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fungos por difusdo em substratos sélidos especificos,
diversos autores (Neirotti & Azevedo, 1988; Paterson &
Bridge, 1994) tém demonstrado amai or ou menor capacidade
defungos produzirem as enzimas lipase, protease, amilase e
celulase. Destaforma, tem-se um método adicional esimples
para diferenciar espécies ou caracterizar isolados de uma
mesmaespécie (Hankin & Anagnostakis, 1975).

Segundo Micaleset al. (1988), isoenzimas podem ser
usadas como marcadores para estimar a variabilidade de
populacdes ou espécies de fungos. Padrdes el etroforéticos
deisoenzimas representam umaexpressdo diretado genoma
de um organismo, podendo ser de valor consideravel na
determinacdo davariac&o entre osloci de diferentes enzimas
(Boshoff et al., 1996).

Estetrabal ho teve como objetivos caracterizar isolados
de C. gloeosporioides do maracuja, manga, mamao, caju e de
C. musae (Berk. & Curtis) Arx. (=C. gloeosporioides f.sp.
musae) da banana, quanto a patogenicidade através de
inoculacdes cruzadas; avaliar a atividade de enzimas
extracelulares produzidas pelos isolados em substratos
solidos especificos; e detectar padrdes de proteinas totais e
isoenzimas, de modo a fornecer subsidios basicos para
diferenciacéo segura dos isolados utilizados.

MATERIAL EMETODOS

Obtencéo deisolados de Colletotrichum spp.

Isolados de C. gloeosporioides foram obtidos de
frutos apresentando sintomas de antracnose, nas seguintes
espéci es: caju, manga, mamao, maracuj&amarelo e C. musae
de banana, os quais receberam as respectivas siglas: CAJ;
MG; MM; MR e BAN. Osexperimentosforam realizados no
Laboratorio de Patologia Pds-Colheita e no Laboratério de
MicologiadaUniversidade Federal Rural de Pernambuco.

Os frutos foram lavados com &gua e sabdo e, em
seguida, fragmentos da &rea de transicdo da lesdo foram
retirados, desinfestados com al cool 50%, hipoclorito de sédio
1,5% e duas porgdes de agua destilada esterilizada (ADE) e
retirado o excesso de umidade em papel defiltro esterilizado.
Os fragmentos foram plagueados em meio batata-dextrose-
agar (BDA) e incubados em condigdes de laboratério a
temperaturade 25 £ 2 °C até o crescimento do fungo, o qual
foi transferido para tubos de ensaio, contendo meio BDA.

Patogenicidade cruzada entreisoladosde Colletotrichum
spp. em diferenteshospedeir os

Frutos sadios de banana, cv. Prata, de caju, de manga,
cv. Tommy Atkins, demamao, cv. ‘ Sunrise Solo’ ede maracuj&
amarel o, em fase intermediériade maturagdo, foram lavados
com agua corrente e sabao, tratados com solucédo de
hipoclorito de sddio a 1,5%, por 2 min, lavados por duas
vezes em ADE e secos sobre papel toalha em temperatura
ambiente. O in6culo, com cinco dias deincubacao, constituiu-
se de discos de meio de cultura (6 mm de didmetro) contendo
estruturas dos patdgenos.

Procederam-se as inoculagfes dos frutos com 0s
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isolados de Colletotrichum spp., onde cada fruto foi
inoculado com os isolados das demais hospedeiras. Os
frutosforam previamente feridos com um perfurador flambado,
e sobre a superficie foram depositados discos contendo
estruturas do patégeno. Em seguida, os frutos foram
colocados em camara Umida, constituida de um saco plastico
e um chumaco de algoddo umedecido em ADE, por 48 h. A
testemunhaabsolutafoi composta por um disco de BDA sobre
o ferimento sem conter as estruturas do patdgeno, e a
testemunha relativa recebeu o isolado do seu hospedeiro de
origem. As avaliacBes foram feitas aos sete dias apds a
inoculagdo medindo-se o diametro das lesdes em dois
sentidos diametralmente opostos. Foi realizado o
reisolamento e a comparacao dos isolados. O delineamento
estatistico foi inteiramente casualizado em esquemafatorial 5
x 5 (cinco isolados x cinco espécies de frutas), com cinco
repetices. Osdados foram submetidosaandisedevariancia
e teste de Tukey a 5% de probabilidade, para comparagéo
dasmédias.

Caracterizacioenzimatica, eetrofor éicadeproteinastotais
eisoenzimas produzidas pelosisolados de Colletotrichum
P

Os protocol os paraatividade amiloliticae proteolitica,
celulalitica, lipolitica, estéo de acordo com Paterson & Bridge
(1994), Neirotti & Azevedo (1988) e Hankin & Anagnostakis
(1975), respectivamente.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente
casualizado com cinco repeticfes por tratamento. Os dados
foram submetidos a andlise de variancia e teste de Tukey a
5% de probabilidade para comparagéo das médias.

Para a andlise eletroforética de proteinas totais e
isoenzimas (o-esterase, B-esterase e leucinaaminopeptidase)
utilizou-se ametodol ogia descritapor Alfenaset al. (1991).

Os perfiseletrof oréticos apresentados pel osisolados,
repetidos por duas vezes, foram analisados comparativamente
em funcdo do ndmero de bandas visualizadas, intensidade
decoloracao (forte, média, fraca) emobilidaderelativa (Rf). A
mobilidade relativa foi calculada de acordo com a férmula
descrita por Alfenas et al. (1991). Com os valores da
mobilidade relativa das bandas formadas pelos isolados de
Colletotrichum spp., no gel de poliacrilamida, foram
calculados os coeficientes de similaridades (Cs) para todos
0s pares possiveis, conforme Hansen et al. (1986).

RESULTADOSE DISCUSSAO

O teste de patogenicidade cruzada revelou a sus-
cetibilidade dos frutos do maracujazeiro somente ao isolado
MR, ndo sendo observados sintomas causados pelos demais
isolados testados, aos sete dias apos as inocul agdes (Tabela
1). No entanto, a banana se mostrou suscetivel a todos os
isoladostestados, sendo amaior |esdo provocada pelo isolado
BAN, diferindo dos demaisisolados. Com rel agcéo aosfrutos
de caju, manga e maméo, verificaram-se lesdes provocadas
pelos isolados BAN, CAJ, MG, MM, observando-se
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diferencas estatisticas e variagdo em viruléncia, porém, ndo
sendo observada patogenicidade do isolado MR aos frutos.
As maiores lesdes foram produzidas pel os isolados em seus
hospedeiros de origem, exceto o isolado MG inoculado em
caju (Tabela 1). Fato semelhante foi observado por Peres et
al. (2002), ondeisolados de Colletotrichum spp. mostraram-
se mais agressivos a seus hospedeiros de origem. Também,
Muniz et al. (1998) verificaram que o isolado de C.
gloeosporioides proveniente do cajueiro ndo provocou leséo
No maracujd, 0 que sugere a existéncia de grupos de
especializagéo patogénica.

Os isolados de Colletotrichum spp. testados
mostraram capacidade em produzir as enzimas hidroliticas
amilase, celulase, lipase e protease, detectadas através dos
hal os de degradacéo presente nos meios solidos especificos.

Em relacéo a atividade amilolitica, o isolado MM
apresentou maior halo de degradacédo de amido (22,5 mm), o
gual diferiu dos demais isolados, enquanto que BAN, CAJ,
MG, MR, mesmo tendo produzido a enzima, ndo diferiram
entres (Tabela?2). Deacordo com Dianese (1990), asamilases

TABELA 1- Patogenicidade cruzadaentreisoladosde Colletotrichum
spp. avaliadaatravésdo didmetro daslesbes (mm) em frutostropicais
inocul ados apoés sete dias

Isolado Hospedeiro

Banana Caju Manga Mamio Maracuja
BAN 30,00a* 740 b 740 b 6,00 c¢ 0,00 b
CAJ 10,82 b 15,00a 20,60a 23,50a 0,00 b
MG 8,40 b 1690a 22,00a 1330 b 0,00 b
MM 8,80 b 420 c¢ 580 bc 28,50a 0,00 b
MR 7,80 b 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 c 23,00a
CV 33,7%

*Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (5% de probabilidade).
BAN = banana; CAJ = caju; MG = manga; MM = mamé&o; MR = maracuja

TABELA 2 - Atividade enzimética de isolados de Colletotrichum
spp. por difusdo em substratos solidos especificos

Atividade enzimatica

Isolado

Amilolitica Celulolitica Lipolitica Proteolitica
BAN 9,14* b** 0,00 ¢ 5,04 b 10,24 a
CAJ 11,07 b 4,04 ab 13,09 a 5,07 b
MG 11,86 b 3,00 b 13,25a 4,67 b
MM 22,50 a 4,46 a 12,80 a 1,64 ¢
MR 8,85 b 4,89 a 11,41 a 1,20 ¢
CV (%) 21,84 22,58 10,06 25,18

*Halo de degradacdo em mm.

**Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (5% de probabilidade).

BAN = banana; CAJ = caju; MG = manga; MM = maméo; MR = maracuja
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sdo comuns em fungos, permitindo ahidrdlise de amido, mas,
pouco se sabe sobre a suaimportanciana patogénese. Fungos
podem utilizar o amido como fonte de energia para o
crescimento e esporulagé@o (Griffin, 1994). No entanto, a
producéo de amilase por fungos filamentosos variade acordo
com o género e aespécie envolvida (Nwufo & Fajola, 1988).

Osisolados MR e MM, diferiram significativamente
doisolado MG quanto aatividade celulolitica. O isolado CAJ
diferiu apenas do BAN, sendo que este Ultimo ndo mostrou
habilidade em produzir esta enzima ap6s cinco dias de
incubacdo. Possivel mente, um maior periodo fosse necessario
para esse isolado expressar a producéo de celulase. A maior
ou menor capacidade de fungos em produzir enzimas em
substratos especificos, permite diferenciar isolados de uma
mesma espéci e de formasimples (Paterson & Bridge, 1994).
De maneira similar, Lima (2000) detectou a producédo de
celulase em isolados de C. graminicola Politis.

Quanto a atividade da enzima lipase (Tabela 2),
detectada pel a presenca de hal 0 opaco em torno das col 6nias,
destacaram-se MG, CAJ, MM, MR, os quais diferiram do
isolado BAN que apresentou amenor média (5,04 mm). Este
fato pode ser de grande valianataxonomiaquimicadefungos,
tendo em vistaque amaior capacidade naproducéo delipase
foi mais evidente nos isolados de C. gloeosporioides, 0s
quais diferiram significativamente de C. musae. De acordo
com Hankin & Anagnostakis (1975), o halo opaco é
proveniente daformagéo de cristaisde célcio do &cido laurico,
liberado pela agéo da enzima ou pela completa degradacgéo
dos sais lipidicos em meios contendo sorbitol monolaurato
(Tween 20) como substrato lipidico. Segundo Kolattukudy
(1985), existem evidéncias de que acutinase, umalipase capaz
de degradar a cutina, esteja diretamente envolvida na
penetracdo do fungo pela cuticula, desempenhando papel
importante na patogenicidade.

A enzima protease tornou-se evidente durante a
degradacdo do meio especifico, sobre o qual todos os
isolados testados mostraram capacidade em produzi-la, com
destague paraoisolado BAN (10,24 mm) que causou o maior
halo de degradacéo, diferindo dos demaisisolados CAJ, MG,
MM eMR. Estes dois Gltimos apresentaram os menores hal os
transl Gicidos de degradacdo, formados em torno das col6nias.
Conforme Hancock & Millar (1965), a atividade patogénica
de alguns fungos esta diretamente relacionada com sua
capacidade de produzir enzimas degradadoras da parede
celular. A patogenicidade de C. musae em frutos de caju,
manga e mamao, poderia estar correlacionado com a alta
producdo de protease demonstrada por este fungo, sendo
possivel diferencia-lo dos demais isolados testados.
Corroborando com este estudo, Couto (2002) verificou que
isolados de C. musae obtidos de banana demonstraram maior
atividade proteoliticaque amilolitica, celuloliticaelipolitica.

Com relagdo aos padrfes eletroforéticos analisados
(Figural), ossistemasproteinastotais, o-esterase, B-esterase
e fosfatase acida apresentaram polimorfismo, sendo mais
pronunciado nostrés primeiros, demonstrando adiversidade
na base genética dos isolados, enquanto que as bandas de
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FI G. 1- PadrBesisoenziméticosdosisolados (BAN, CAJ, MG, MM,
MR) de Colletotrichum spp. em gel de poliacrilamida: a) o-esterase;
b) B-esterase. BAN = banana (Musa spp.); CAJ= cgju (Anacardium
occidentale); MG = manga(Mangiferaindica); MM = maméo (Carica
papaya); MR = maracuja (Passiflora edulisf. flavicarpa).

leucina aminopeptidase mostraram-se monomérficas, sem
variagdo na intensidade de coloragdo e pouca variagdo na
mobilidaderelativa. Em rel acdo aesta Ultimaenzima, trabal hos
tém demonstrado o comportamento monomérfico dos
padrées enziméticos de fungos neste sistema (Gurgel et al.,
2000; Silveira& Alfenas, 2002).

Analisando o perfil de proteinas totais, os isolados
mostraram variacdo quanto ao numero, intensidade e
mobilidade relativa (Rf) das bandas. Foram detectadas de
sete a dez bandas, predominando dez nos isolados MG e
MM, tendo oisolado MR apresentado 0 menor nimero (sete
bandas) deintensidade fraca, média, forte. Entre osisolados,
foram verificadas bandas em comum nas diferentes regides
do gel, mostrando arelacdo intraespecifica (CAJ, MG, MM,
MR). Porém, bandas de mobilidade distintas também foram
observadas em todos os isolados, com destaque para o
isolado MM, evidenciando quatro bandas nas posi¢des Rf 6,
15, 18 e 25, ausentes nos demai s isolados. Quanto ao isolado
MR, este distingue-se dos demais pelo nimero de bandas
(sete) e umabanda deintensidade forte (Rf 41,3).

Na andlise do sistema a-esterase (Figura 1a) foi
observado variagcdo na intensidade de coloragédo, nimero e
mobilidade das bandas no gel. O nimero de bandas entre os
isoladosvariou detrés (MG, MR) acinco (BAN, CAJ, MM).
Quanto & mobilidade relativa, foi verificado expressiva
variagcdo na posicdo das bandas entre todos os isolados,
com excegdes daposicdo de migracdo 57,9 (BAN, CAJeMR)
e 73,7 (BAN e MM), com bandas em comum, diferindo pela
intensa coloragéo da banda apresentada por MR e MM, o
gue sugere maior concentragdo da enzima e atividade da
molécula. De acordo com Lima & Menezes (2002), além da
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mobilidade relativa, existem outros fatores a serem
considerados, como concentracdo da enzima refletida pela
coloracéo forte e largura da banda formada. Os val ores dos
Rfs revelaram o comportamento polimérfico das moléculas
de o-esterase, apresentando diferencas intraespecificas
presentes entre os isolados de C. gloeosporioides. Estes
resultados estdo de acordo com os obtidos por Kaufmann &
Weidmann (1996), que verificaram marcante polimorfismo
entre populacbes de C. gloeosporioides de diferentes
hospedeiros e de diferentes localidades. Da mesma forma,
Furtado et al. (1999) utilizando este sistema, distinguiram
isolados de C. gloeosporioides, em relagéo ao 6rgdo daplanta
deorigem.

No sistema -esterase (Figura 1b), todos os isolados
mostraram expressivavariagdo quanto amobilidaderelativa
eintensidade de coloracéo das bandas, exceto oisolado MG
gue apresentou uma unica banda de intensidade fraca com
mobilidade rel ativa distinta (Rf 37,8). O nimero de bandas
variou de uma a quatro, com predominancia de trés bandas.
O isolado BAN apresentou o maior nimero de bandas
distintas (Rf 32; 41,1; 48,9; 58,9), demonstrando variacdo
interespecifica. Por este sistema, foi possivel distinguir
variagdo inter e intraespecifica nos isolados de
Colletotrichum spp. usados. Resultados semel hantes foram
obtidos por Lima (2000), identificando variabilidade
intraespecifica nos isolados de C. graminicola constatado
no sistema [3-esterase.

Quanto ao sistema fosfatase acida, o numero de
bandas variou de duas a trés, com predominéancia de trés
bandas (CAJ, MG, MM). O isolado MM apresentou duas
bandas distintas (Rf 20; 28,9), mostrando os demaisisolados
bandas similares dispostas nas diferentes regides do gel (Rf
13; 15,6; 22; 31,1). Resultados discordantes foram obtidos
por Silva-Mann et al. (2002), que diferenciaram isolados de
Colletotrichumgossypii (South) var. cephal osporioidesA.S.
Costa, através dos padrdes de bandas desta enzima. Porém,
Lima & Menezes (2002) trabalhando com C. graminicola,
observaram duas bandas da enzima com variacdo na
intensidade e posi ¢éo do gel em todos osisolados analisados.

Os dados dos coeficientes de similaridade para
proteinas totais mostram que a maior relagdo ocorreu entre
os isolados BAN e MG (63,2%) (Tabela 3). No sistema a-
esterase (Tabela4), amaior similaridade foi observadaentre
MG e CAJ (100%) a qual pode estar correlacionada com a
patogenicidade (Tabela 1) e producdo de enzimas hidroliticas
(Tabela 2), tendo em vista que 0s mesmos apresentaram
resultados semelhantes. Para o sistema p-esterase, que
mostrou alto nivel de polimorfismo, osisolados MR e MM
apresentaram similaridade de 33,3%. Asdemais combinagtes
ndo apresentaram bandas comuns e por isso, 0s coeficientes
desimilaridade foram nulos. Como asisoenzimas séo formas
mol eculares multiplas de umamesmaenzima, podem diferir
na sequéncia de aminoécidos, influenciando no padréo de
bandas em relacéo a outros isolados de uma mesma espécie
(Ferreira& Grattapaglia, 1996). O fato mostraaimportancia
da utilizagéo de varios sistemas para detecgéo das enzimas
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produzidas pelos fungos fitopatogénicos, permitindo a
diferenciacdo a niveis subespecificos, dificeis de serem
observados por meio de marcadores morfoldgicos (Lima &
Menezes, 2002).

TABELA 3 - Coeficientes de similaridade de proteinas totais entre
isolados de Colletotrichum spp.

Coeficiente de Similaridade (%)*

Isolado

BAN CAJ MG MM MR
BAN - 47,1 63,2 31,6 25,0
CAJ - 444 444 13,3
MG - 40,0 353
MM - 47,1
MR -

*Cs = 2(bc/bl + b2) x 100 (Hansen et al., 1986).
BAN = banana; CAJ = caju; MG = manga; MM = mamé&o; MR = maracuja

TABELA 4 - Coeficientesde similaridade de o-esterase entreisolados
de Colletotrichum spp.

Coeficiente de Similaridade (%)*

Iolado ™ ""BPAN  cAJ MG MM MR
BAN ; 80 80 0 0
CAJ - 100 0 40
MG - 0 40
MM ; 40
MR -

*Cs = 2(bc/bl + b2) x 100 (Hansen et al., 1986).
BAN = banana; CAJ = caju; MG = manga; MM = mamé&o; MR = maracuja
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