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RESUMO

A antracnose é a doenca pos-colheita mais importante do maracuja amarelo, cujo agente etiolégico, no Brasil,
foi identificado como Colletotrichum gloeosporioides. Visando caracterizar o patdgeno, foram obtidos 33 isolados de
trés regides produtoras do estado de Pernambuco. Critérios morfolégicos como cor de coldnia, forma e dimenséo de
conidios, a producdo de peritécio e o uso de primers especificos para C. acutatum, C. gloeosporioides e “Colletotrichum
de Passiflora” permitiram identificar Glomerella cingulata patétipo 1, G. cingulata patétipo 2, Colletotrichum sp. de
Passiflora e Colletotrichum sp. de maracuja amarelo. Inoculages em maracuja amarelo possibilitaram separar os isolados
em dois grupos, um de agressividade alta (GA-1) e outro de agressividade baixa (GA-2). Os marcadores bioquimicos
como atividade enzimatica amilolitica, celulolitica, lipolitica e proteolitica assim como o marcador fisiolégico crescimento
micelial ndo separaram os isolados pela agressividade. O padrdo de marcas geradas pela amplificacdo dos DNAs dos
isolados usando primers RAPD evidenciou que os isolados do GA-1 variaram menos geneticamente entre si do que 0s
isolados do GA-2, demonstrando que os do GA-1 evoluiram mais recentemente. A amplificagio do DNA dos isolados com
o primer OPA-9 gerou um marcador que possibilitou caracterizar 85,7% dos isolados do GA-1 e também alguns isolados
do GA-2 com agressividade proxima as dos isolados do GA-1, e por isto o primer OPA-9 pode ser usado para caracterizar
isolados de Colletotrichum spp. de alta agressividade em programa de resisténcia genética.

Palavras-chave adicionais: Passiflora edulis f. flavicarpa, antracnose, pés-colheita, RAPD, PCR.

ABSTRACT
Characterization of aggressiveness of Colletotrichum isolates from yellow passion fruit by biochemical, physiological
and molecular markers

Anthracnose is the most important post harvest disease of yellow passion fruit, whose etiologic agent has been
identified in Brazil as Colletotrichum gloeosporioides. For pathogen characterization, 33 isolates were obtained from three
producing regions of Pernambuco State. Morphological characters, such as color of the colony, conidial form and dimension,
perithecium production and specific primers for C. gloeosporioides, C. acutatum and “Colletotrichum of Passiflora” allowed the
identification of Glomerella cingulata pathotype 1, G. cingulata pathotype 2, Colletotrichum sp. from Passiflora and Colletotrichum
sp. from yellow passion fruit. Yellow passion fruit inoculations showed two isolate groups, one with high aggressiveness (GA-
1) and another with low aggressiveness (GA-2). Biochemical markers, such as amilolytic, cellulolytic, lipolytic and proteolytic
enzymatic activities and physiological markers, such as mycelial growth, did not separate isolates into groups by aggressiveness.
Standard markers produced by DNA amplification of isolates, using RAPD primers, showed that GA-1 isolates were more
genetically related to each other than GA-2 isolates, evidencing GA-1 isolates with more recent evolution. The DNA amplifications
of isolates with OPA-9 primer generated a marker that allowed grouping of 85.7% of GA-1 isolates, but included some GA-2
isolates with aggressiveness close to that of GA-1 isolates; therefore, OPA-9 primer can be used to characterize Colletotrichum
spp. isolates with high aggressiveness in genetic resistance programs.

Additional keywords: Passiflora edulis f. flavicarpa, anthracnose, post harvest, RAPD, PCR.

INTRODUCAO

Uma das doengas mais importantes do maracujazeiro
amarelo (Passiflora edulis Sims. f. flavicarpa Deg.) na

Parte da Tese de Doutorado do primeiro autor. Universidade Federal
Rural de Pernambuco. Recife PE. 2005.
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pos-colheita é a antracnose (Silva & Durigan, 2000),
caracterizada pela presenca de manchas ou podriddes na
superficie dos frutos (Peruch, 1998), resultantes de infeccdes
quiescentes ocorridas no campo (Benato, 1999). Os frutos
sdo descartados quando apresentam muitos desses sintomas
durante a comercializacdo (Teixeira, 1995).

O agente etiologico até entdo identificado no Brasil
é o fungo Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. &
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Sacc. (Liberato, 2002). Entretanto, na Col6mbia, isolados
de Passiflora foram identificados como Colletotrichum
spp. com base em estudo molecular utilizando primers da
regido ITS (internal transcribed spaces), desenhados para
C. gloeosporioides, C. acutatum J.H. Simmons e isolados de
Colletotrichum de uma populagdo de Passiflora (Afandor-
Kafuri et al., 2003). Como medida de controle Wulff ez al.
(1994) sugerem a adocdo de cultivares com maior nivel de
resisténcia para aumentar a eficacia das praticas de manejo
recomendadas para 0 maracujazeiro.

Na busca por material botanico resistente a antracnose
tem sido explorada a variabilidade do patégeno. Denoyes-
Rothan er al. (1999), ao estudarem a selecdo de gendtipos
de morangos (Fragaria X ananassa Duch.) resistentes,
inocularam o isolado mais virulento de C. acutatum.
Denoyes-Rothan et al. (2003), no estudo da interacdo
entre isolados do patégeno e o morangueiro, detectaram
dois grupos de patogenicidade. A producdo das enzimas
extracelulares com atividades amilolitica, celulolitica,
lipolitica e proteolitica em meio sélido permitiu comparar
em banana (Musa spp.) a variabilidade entre isolados de C.
musae (Berk. & M.A. Curtis) Arx (Couto et al., 2002); o
crescimento micelial evidenciou a variabilidade de isolados
de C. gossypii var. cephalosporioides A.S. Costa de algodao
(Gossypium hirsutum L.) (Lima & Chaves, 1992). Primers
de RAPD (random amplified polymorphic DNA) permitiram
conhecer a diversidade de isolados de Colletotrichum
gloeosporioides de varios hospedeiros tais como abacate,
mamdo, banana, manga, seringueira, estilosantes e morango
(Mills et al., 1992).

Métodos tradicionais como forma e dimensdes dos
conidios, coloragdo das coldnias e taxa de crescimento
micelial, apesar de amplamente utilizados, ndo sdo suficientes
para diferenciacdo dos isolados de Colletotrichum por causa
da alta variabilidade do patdégeno (Afanador-Kafuri et al.,
2003; Freeman et al., 1998). Por outro lado, primers de
PCR (polymerase chain reaction) da regido ITS1 vém sendo
utilizados como marcadores confiaveis para identificacdo
de C. gloeosporioides € C. acutatum, isolados de varios
hospedeiros, sem ter sido dada importancia aos hospedeiros
dos quais foram isoladas as espécies de Colletotrichum que
deram origem aos referidos primers (Afanador-Kafuri et al.,
2003; Freeman et al, 1998).

Neste trabalho, procurou-se conhecer a agressividade
de isolados de Colletotrichum de maracuja amarelo oriundos
de trés regides do estado de Pernambuco, caracteriza-la com
marcadores bioquimico, fisioldgico e molecular, e identificar
os isolados a nivel de espécie de modo que os resultados
obtidos possam subsidiar estudos sobre a resisténcia de
frutos de maracuja a antracnose.

MATERIAL E METODOS
Coleta e identificacido de isolados de Colletotrichum de
maracuja amarelo

Frutos de maracujazeiro amarelo com sintomas de
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antracnose foram coletados em plantaces da Zona da Mata
Norte (ZMN), Zona da Mata Sul (ZMS) e do Agreste (AGR)
do estado de Pernambuco em 2002. Fragmentos foram
retirados das lesBes e colocados em meio BDA, vertido em
placas de Petri. As placas foram mantidas em temperatura
de 25 + 2°C e sob luz continua. As coldnias desenvolvidas,
nas quais observou-se a cor do micélio, a forma e dimensdes
dos conidios e a presenca de peritécios, resultaram na
obtengdo de 33 isolados que foram identificados com a
sigla Cm (Colletotrichum de maracuja). Os isolados foram
cultivados em meio liquido de batata-dextrose para producéo
de micélio, que foi coletado, lavado, retirado o excesso de
umidade e liofilizado.

O DNA dos isolados foi extraido conforme protocolo
de Faleiro et al. (2004), com modifica¢des, aumentando para
800 uL o tampdo de lise e reduzindo o tempo de incubagdo
para 30 min. Na desproteinizacdo, adicionou-se um volume
de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) ao sobrenadante.
Para a precipitacdo do DNA, adicionou-se ao sobrenadante
500 pL de isopropanol (-20°C) e NaCl para se atingir
concentracdo de 57,6 mM. O DNA precipitado foi lavado
duas vezes com 300 pL de etanol 70% e ressuspendido em
150 uL agua, contendo 40 ug de RNAse/mL, em banho-
maria por 30 min.

Para identificacio taxondmica dos isolados
de  Colletotrichum  utilizou-se o  primer I1TS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) combinado com um dos
primers especificos para C. acutatum isolado de morango
(Calnt2-GGGGAAGCCTCTCGCGG) (Sreenivasaprasad et
al., 1996), para C. gloeosporioides isolado de hospedeiros
ndo descritos (Cglnt-GGCCTCCCGCCTCCGGGCGEG)
(Mills et al., 1992) ou para Colletotrichum isolado de uma
populacdo de Passiflora (Coll-GCCGTCCCCTGAAAAG)
(Afanador-Kafuri et al., 2003). Os primers Calnt2, Cglint e
Col1 fazem parte da regido 1TS1 do rDNA. Fragmentos de
DNA da regido ITS de cada isolado foram amplificados pela
técnica de Williams et al. (1990), com reacdo totalizando
25 uL, contendo Tris-HCI (pH 8,8) 75 mM, (NH,),SO, 20
mM, Tween 20 0,01%, MgCl, 1,2 mM, 2,5 uM de cada
dNTP, 0,4 uM de cada um dos primers de PCR (fornecidos
pela Invitrogen), quatro unidades da enzima Taq polimerase
(Fermentas) e, aproximadamente, 30 ng de DNA. As reacdes
foram realizadas em termociclador Eppendorf Mastercycler
Gradient, sob as seguintes condi¢des térmicas: 94°C por dois
min; 40 ciclos de 94°C por 15 s, 35°C por 30 s, 72°C por
90 s e 72°C por 7 min. Os fragmentos amplificados foram
separados por eletroforese, em gel de agarose 1,2% contendo
brometo de etidio, e visualizados sobre luz ultravioleta.

Estudo da agressividade dos isolados de Colletotrichum
sobre maracuji amarelo

Frutos sadios de maracujazeiro amarelo, em fase
intermediéria de maturagdo, foram desinfestados de acordo
com metodologia de Lima Filho et al. (2003) e receberam
ferimentos em quatro locais equidistantes um do outro, com
um perfurador de cinco pontas (5 mm de didmetro e 2 mm
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de profundidade) flambado. Sobre os ferimentos depositou-
se o ino6culo, disco de micélio cultivado em BDA (5 mm
de diametro), dos isolados (tratamento) e disco de BDA
(testemunha). Cada fruto foi colocado em camara Umida
por 48 h. As avaliacbes foram realizadas sete dias apds a
inoculacdo, medindo-se, em dois sentidos perpendiculares,
o diametro da lesdo (DL), expresso em mm. O reisolamento
do fungo foi efetuado para comparar as coldnias obtidas com
aquelas utilizadas como inéculo.

O desenho experimental foi inteiramente casualizado,
com 34 tratamentos (33 isolados + testemunha) e cinco
repeticBes. Foi realizada analise de variancia dos dados e
testada a sua homogeneidade usando o teste de Bartlet, e as
médias dos tratamentos foram comparadas entre si pelo teste
de Scott-Knot (P=0,05).

Correlagdo da agressividade dos isolados de
Colletotrichum com a producdo de enzimas hidroliticas
extracelulares e com o crescimento micelial

O indculo dos isolados de Colletotrichum foi
transferido para o centro de placas de Petri, contendo um
dos meios especificos as atividades amilolitica, celulolitica,
lipolitica, proteolitica e pectinolitica, e também ao
crescimento micelial. As placas foram incubadas a 25 +
2°C e sob luz continua. Para testar a habilidade dos isolados
em degradar amido, lipidio e pectina em meio &cido foram
adotados os métodos descritos por Hankin & Anagnostakis
(1975); para degradar celulose, seguiu-se a metodologia
de Neirotti & Azevedo (1988); e para degradar proteina,
utilizou-se 0 método de Barbosa (1998).

O crescimento micelial dos isolados foi avaliado
em meio de BDA, seis dias apés a inoculacdo. Em cada
ensaio utilizou-se o delineamento experimental inteiramente
casualizado, com 33 tratamentos e cinco repeti¢cBes. Os
halos de degradacdo dos substratos em torno da col6nia e
o crescimento micelial em BDA foram avaliados por duas
medicdes perpendiculares, expressas em mm. Foi realizada a
analise de variancia dos dados, sendo as médias comparadas
entre si pelo teste de Scott-Knot (P=0,05). Também estudou-
se a correlacdo destes dados com os de agressividade, usando
0 programa SAS, adotando o método de Pearson, e foi
estabelecida a probabilidade de 5% (SAS Institute, 1998).

Anélise molecular de isolados de Colletotrichum e
caracterizacdo da agressividade com primer de RAPD

Para identificagdo de marcadores RAPD capazes de
caracterizar a agressividade dos isolados de Colletotrichum,
os DNAs extraidos foram amplificados usando-se a técnica
de Williams et al. (1990), descrita anteriormente, com um
dos seguintes primers, resultantes de uma selecdo prévia:
OPA-2, OPA-3, OPA-9, OPA-10, OPA-11, OPA-12, OPA-13,
OPH-4, OPH-5, OPH-7, OPH-8, OPH-9, OPH-15, OPH-18,
OPM-15, OPN-4, OPN-14 e OPP-19 (Operon Technologies
Inc.).

O estudo da associagdo de marcas moleculares
com a caracteristica fenotipica agressividade foi realizado
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através da andlise de regressao linear maltipla da variavel
fenotipica, em funcdo das variaveis moleculares (marcas
RAPD), usando o método de selecdo por etapa, Stepwise
— PROC REG (SAS Institute, 1998), com o nivel de 1% de
probabilidade para inclusdo e preservacdo das variaveis no
modelo. O estudo das dissimilaridades genéticas foi realizado
usando o programa GENES (Cruz, 2000), partindo-se da
matriz 1 — indice de Jaccard, que deu origem a um grafico
de dispersdo dos isolados considerando como referencial
lesBes superiores e inferiores a 12,00 mm, estabelecidas
pelo teste de Scott Knott. Para o0 agrupamento dos isolados
foi usado o procedimento Cluster Analyses (SAS Institute,
1998), modelo Centrdide usado por Cruz (2000), a partir da
matriz de distancias 1 — indice de Jaccard, construida com a
consideracao das variaveis moleculares.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Coleta e identificacido de isolados de Colletotrichum de
maracuja amarelo

Apartir de frutos de maracuja amarelo com antracnose
foi possivel obter 18 isolados de Colletotrichum spp. do
AGR, sete da ZMS e oito da ZMN (Tabela 1).

As coldnias desenvolveram micélio de cor branca,
cinza claro, cinza escuro, oliva escuro e rosa. Todas estas
cores correspondem as de C. gloeosporioides (Bernstein et
al., 1995; Gunnell & Bubler, 1992; Swart, 1999) embora a
cor rosa tenha sido associada a C. acutatum (Bernstein et al.,
1995), sendo que nesta espécie a parte superior das coldnias
pode variar de branco a cinza e a parte inferior de branco a
rosa (Gunnell & Bubler, 1992; Sutton, 1992).

Os conidios apresentaram forma oblonga,
extremidades obtusas, e dimensdes entre 12-17 x 3,5-6 um,
que os identificam como C. gloeosporioides (Bernstein et
al., 1995; Gunnell & Bubler, 1992; Sutton, 1992).

Nos frutos e no meio de cultura os isolados Cmb, 11,
15, 16, 18, 21 e 23 produziram peritécios, com caracteristicas
de Glomerella cingulata (Stoneman) Spauld. & H. Schrenk,
de acordo com a descricdo de Bryson et al. (1992), sendo
esta espécie o teleomorfo de C. gloeosporioides (Sutton,
1992).

Os DNAs dos 33 isolados de Colletotrichum ndo
foram amplificados com os primers Calnt2 e Cgint da
regido 1TS1, desenhados respectivamente para C. acutatum
(Figura 1A) e C. gloeosporioides (Figura 1B), mas apenas
0s DNAs dos isolados Cm1, 2, 3, 6, 9, 10, 12, 13, 16, 17, 20,
23,24,27, 28 e 29 foram amplificados com o primer Collda
regido 1TS1, desenhado para Colletotrichum de Passiflora
(Figura 1C). Esses resultados sdo semelhantes aos obtidos
por Afanador-Kifuri et al. (2003).

Apesar de todos os isolados terem apresentado cor de
coldnia e conidios com forma tipica de C. gloeosporioides,
nenhum DNA foi amplificado com o primer especifico
CgInt. Os DNAs dos isolados que apresentaram coldnias
de coloragdo tipica de C. acutatum também ndo foram
amplificados com o primer especifico Calnt2. Isto demonstra
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TABELA 1 - Agressividade de isolados de Colletotrichum spp. de maracujd amarelo, expressa pelo diametro de lesdo,
relacionados segundo suas regides de origem, tipo de reproducéo, grupo de agressividade, grupo genético e com marcas de

primers de RAPD

Isolado Diametro Regiao Tipo de Grupo Grupo Marca de primer de RAPD
de lesdo ' de origem3 reprodug:io4 de genético ¢ . s N
(mm) agressividades OPAY OPN14 OPH18
2 10
Cml7 19,10 a AGR A 1 2 1 0 1
Cm20 18,46 a AGR A 1 1 1 0 0
Cml9 17,52 a AGR A 1 1 1 0 0
Cm03 17,08 a ZMS A 1 1 1 0 0
CmoO1 16.68 a ZMS A 1 1 1 0 0
Cml2 16,32 a AGR A 1 1 1 0 0
Cml0 16,02 a ZMS A 1 1 1 0 0
Cml3 15,28 a AGR A 1 1 1 0 0
Cml8 14,92 a AGR S 1 2 0 0 1
Cm30 14,42 a ZMN A 1 2 0 0 1
Cm31 14,06 a ZMN A 1 1 1 0 0
Cm23 13,44 a AGR S 1 1 1 0 0
Cmo06 13,32 a ZMN A 1 1 1 0 0
Cm32 12,66 a ZMS A 1 1 1 0 0
Cmo07 11,78 b ZMN A 2 2 0 0 1
Cm02 11,74 b ZMS A 2 1 1 0 0
Cm27 11,54 b AGR A 2 1 1 0 0
Cml5 11,20b AGR S 2 2 0 1 1
Cm25 11,20 b AGR A 2 2 0 0 1
Cm29 10,90 b ZMN A 2 1 1 0 0
Cm22 10,80 b AGR A 2 2 0 1 1
Cmo08 10,32 b ZMN A 2 2 0 0 1
Cmlo6 10,14 b AGR S 2 2 0 0 1
Cml4 10,12 b AGR A 2 2 0 0 1
Cm33 9,70 b ZMS A 2 2 0 0 0
Cmo04 9,64 b ZMN A 2 2 0 0 0
Cmo09 9,00 b ZMS A 2 1 0 0 0
Cm24 8,82b AGR A 2 2 0 0 0
Cm28 7,72 b AGR A 2 2 0 0 0
Cm26 7,70 b AGR A 2 2 0 1 1
Cmll 6,64 b AGR A 2 2 0 1 1
Cm05 6,12b ZMN S 2 2 0 1 1
Cm21 3,88b AGR S 2 2 0 1 1

IMédia de cinco repeti¢des;

?Médias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste de Skott-Knott (P=0,05);
SAGR=Agreste, ZMS=Zona da Mata Sul, e ZMN=Zona da Mata Norte;

4A=Assexuada e S=Sexuada;
1=Alta agressividade e 2=Baixa agressividade;

®Resultado da analise do polimorfismo de 250 fragmentos de DNA dos isolados, amplificados com 18 primers de RAPD;

"Relativa a quarta marca do isolado Cm17 no gel de agarose;
®Relativa a terceira marca do isolado Cm15 no gel de agarose;
°Relativa a segunda marca do isolado Cm17 no gel de agarose;
01, presenga de fragmentos e 0, auséncia;

a incongruéncia entre critérios morfol6gicos e moleculares
para identificagio de espécies em Colletotrichum.
Observac0es iguais a estas foram feitas por Afanador-Kifuri
et al. (2003) ao identificar isolados de Colletotrichum em
tamarindo, Passiflora € manga.

Com base nos resultados obtidos, os isolados Cmb5,
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11, 15, 18 e 21 podem ser identificados como Glomerella
cingulata, patétipo 1, porque produziram peritécios
tipicos dessa espécie; os isolados Cm 16 ¢ Cm 23 podem
ser considerados como Glomerella cingulata, patotipo 2,
porque além de terem produzido peritécios tipicos dessa
espécie, seus DNAs foram amplificados pelo primer Coll;

321



L.C.C. Almeida & R.S.B. Coelho

NOO M NOM WO ™M wANM~MN
~N™ OO0 ™ ™M ONO Moo
EEEEEEEEEE EEEEEE
OLLLLOLLLOLOLLOLOLOOOOL O
A
CR233STSCR288388358
EEEEEEEEEEEEEEEE
QCLOLOLOLOLOUOLOOLOLOLOOLOLOLOLOLOOOO
B
C

I~
o

£
[&]

Cm27

Cm15

Cm15
Cma25
Cm29
Cma22
Cmo08
Cm16
Cm1i4
Cm33
Cmo04
Cm09
Cm24
Cm28
Cm26
Cm11
Cmo05
Cm21

Cm25
Cm29
Cma22
Cm08
Cm16
Cm14
Cm33
Cmo04
Cmo09
Cm24
Cm28
Cm26
Cm11
Cm05
Cm21

FIG. 1 - Produtos de amplificagdo por PCR de DNAs de 33 isolados de Colletotrichum spp. usando o primer ITS4
combinado com um dos primers do ITS1. A. Calnt2, desenhado para C. acutatum; B. Cglnt, desenhado para C.
gloeosporioides; C. Coll, desenhado para Colletotrichum de Passiflora.

os isolados Cm1, 2, 3, 6, 9, 10, 12, 13, 16, 17, 20, 23, 24,
27, 28 e 29, serdo considerados como Colletotrichum sp.
idénticos aos de Passiflora da Colémbia, entre os 18 isolados
cujos DNAs reagiram com o primer Col1; e os isolados Cm19,
30,7,25,22,8,14, 35, 4 e 26, cujos DNAs nao reagiram com o
primer Coll, serdo tidos como Colletotrichum sp. de maracuja
amarelo.

Além do primer Cglint, existe outro, do ITS
(GACCCTCCCGGCCTCCCGCR) desenhado para
identificar isolados de C. gloeosporioides do morangueiro
(Xiao et al., 2004). A existéncia de mais de um primer
especifico do ITS para C. gloeosporioides confirma a
sua heterogeneidade, caracterizada por exibir variacdes
morfologicas e patogénicas (Manners et al., 1992),
principalmente evidenciada em meio de cultura (Sutton,
1992), e que pode ser explicada pela ocorréncia da forma
sexuada, da heterocariose e da parasexualidade (Bryson ez al.,
1992), justificando a conotacdo de espécie-grupo (Manners
et al., 1992). A diversidade observada entre os isolados,
identificados morfologicamente como C. gloeosporioides e C.
acutatum, mostrou que os primers especificos Calnt2, Cglnt
e Coll nao foram adequados para identifica-los a nivel de
espécie. De acordo com Freeman et al (1998), analise baseada
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em rDNA é adequada como uma ferramenta taxonémica para
identificac@o de espécies e para detectar patdgenos em plantas,
mas ndo para revelar subpopulagdes dentro de uma espécie.

Estudo da agressividade dos isolados de Colletotrichum
sobre maracuja amarelo

Os 33 isolados de Colletotrichum spp. inoculados nos
frutos de maracuja mostraram agressividade variada, com
lesdes de diametros diferentes, suficientes para separa-
los em dois grupos de agressividade: alta (GA-1) e baixa
(GA-2) (Tabela 1). A variacdo de agressividade também
foi demonstrada por Assuncao (1997) em isolados de C.
gloeosporioides de cebola.

Nos dois grupos de agressividade foram detectados
isolados anamorficos (reprodugdo assexuada) e teleomorficos
(reprodugdo sexuada) (Tabela 1). Os anamorficos ocorreram
nas trés regides amostradas, mas os teleomorficos, em sua
maioria, foram encontrados na regido AGR e apenas um
isolado na regido ZMN, que leva supor ser o ambiente AGR
mais favoravel a reproducdo sexuada. As culturas re-isoladas
foram iguais as usadas na inoculagdo, tomando-se como base
as caracteristicas morfoldgicas macro e microscépicas.

A demonstracdo da existéncia de isolados de
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Colletotrichum spp. com maior agressividade que
outros, constitui uma informacdo importante para que
sejam usados os de maior agressividade em programa de
selegdo de maracujazeiro visando a resisténcia a antracnose,
independentemente desses isolados terem sido identificados a
nivel de espécie, embora essa identificagdo possa ser realizada
posteriormente.

Correlacdo da agressividade dos isolados de Colletotrichum
com a producdo de enzimas hidroliticas extracelulares e
com o crescimento micelial

Todos isolados de Colletotrichum deste estudo
apresentaram atividades para degradacdo dos seguintes

substratos, e foram separados em grupos em funcdo do didametro
dos halos produzidos: amido, degradacdo caracterizada por
halo transliicido com coloragdo amarelada, gerou 14 grupos;
celulose, degradagdo identificada pelo halo opaco e estreito,
resultou em sete grupos; proteina, degrada¢do observada como
halo transltacido, produziu 12 grupos; e lipidio, degradagdo
expressa como halo na forma de precipitado, resultou em
dez grupos, com excecdo do isolado Cm19, um possivel
mutante que ndo degradou este substrato (Tabela 2). Porém,
a metodologia usada neste ensaio ndo permitiu a deteccdo da
atividade pectinolitica.

Lima Filho et al. (2003) observaram que isolados
de Colletotrichum de cinco hospedeiros, incluindo o

TABELA 2 - Atividades amilolitica, celulolitica, lipolitica e proteolitica de isolados de Colletotrichum spp. de maracuja

amarelo submetidos a substratos s6lidos especificos

Atividade
Amilolitica Celulolitica Lipolitica Proteolitica

Isolado Halo! Isolado Halo! Isolado Halo! Isolado Halo!

(mm) (mm) (mm) (mm)
Cml6 549 A Cm22 6,6 A CmO08 46,7 A Cmll 59,6 A
Cml5 524 B Cml7 53 B Cm33 46,4 A Cml6 583 A
Cmll 51,9 B Cm24 49 C Cmll 45,6 A Cml8 582 A
Cml8 51,3 B Cm23 4,8 C Cml4 454 A CmO08 58,0 A
Cm25 50,6 C Cm21 47 C Cml8 45,0 B Cm05 572 B
Cm08 49,8 C CmO03 46 C Cml6 449 B Cm21 56,5 B
Cm05 48,6 D Cm30 4,6 C Cm05 442 B Cm23 55,5 B
Cm26 48,3 D Cmll 42 D Cml5 439 B Cm26 53,0 C
Cm25 479 D Cm07 40 D Cm21 434 C Cm25 524 C
Cm33 474 D Cml5 40 D Cm30 434 C Cml5 522 C
Cm30 46,8 E Cml8 4,0 D Cm23 43,0 C Cm33 49,5 D
Cmo04 46,3 E Cm25 4,0 D Cm28 429 C Cm30 48,0 E
Cm21 46,3 E Cm04 3,7 D Cm07 424 C Cm04 472 E
Cm07 447 F Cm31 3,7 D Cm22 42,4 C Cm07 452 F
Cml4 445 F Cm05 35 E Cm26 424 C Cm28 44,0 F
Cm22 44,5 F Cm06 34 E Cm25 40,6 D Cml4 43,6 F
Cm28 41,2 G CmO08 34 E Cm04 39,5 D Cm22 414 G
Cml7 38,8 H Cm26 34 E Cml7 394 D Cml7 38,6 H
Cm20 348 1 Cmlé6 33 E Cm02 37,7 E Cm03 358 1
Cm31 346 1 Cml4 32 E Cm06 37,4 E Cm31 346 1
Cm29 342 1 Cml3 25 F CmO1 36,5 F CmO1 31,1 J
Cm27 34,1 1 Cm20 25 F Cm32 36,0 F Cml0 309 J
Cml3 3351 Cm29 25 F Cm03 359 F Cm09 304 J
Cml2 32,711 Cm27 24 F Cm24 348 G Cm06 30,0 K
Cml0 31,8 J Cml2 23 F Cm20 344 G Cm32 29,9 K
Cm24 31,871 CmO1 2,1 G Cm31 343 G Cm20 29,6 K
Cm09 31,317 Cm32 2,1 G Cml0 339 G Cm02 29,0 K
Cml9 30,5 K Cml9 20 G Cm09 33,7 G Cml3 28,9 K
Cm03 29,8 K Cm02 1,9 G Cm29 335G Cml2 28,0 L
Cm02 29,3 L Cm09 1,9 G Cml3 329 H Cm27 28,0 L
Cm06 28,4 L Cm33 1,8 G Cml2 32,7 H Cml9 27,6 L
CmO1 26,3 M Cml0 1,7 G Cm27 309 1 Cm24 273 L
Cm32 232 N Cm28 1,7 G Cml9 0,0J Cm29 26,5 L
CV(%) 2,8 11,6 3,0 2,9

!Média resultante de cinco repeti¢des; valores acompanhados com mesma letra na vertical

néo diferem entre si pelo teste de Scott Knott (P=0,05).
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maracujazeiro, apresentaram  atividades amilolitica,
celulolitica, lipolitica e proteolitica, que variaram entre 0s
isolados. Assis (2001) observou diferenga entre isolados
de C. gloeosporioides de mangueira (Mangifera indica L.)
quanto a atividade amilolitica e proteolitica, mas ndo para a
celulolitica, e atribuiu estafalhaao curto periodo de incubacéo
usado, que foi de cinco dias. Lima (2000) demonstrou que
C. graminicola do milho (Zea mays L.) apresentou esta
atividade 15 dias ap6s incubacdo. No presente trabalho, os
isolados apresentaram atividade celulolitica aos cinco dias,
embora com halos pequenos, mas suficiente para separa-los
em grupos.

No estudo do crescimento micelial em BDA, foram
identificados oito grupos de isolados, diferenciados pelo
tamanho da col6nia (Tabela 3). Lima & Chaves (1992)
também encontraram resultados semelhantes com C.
gossypii Var. cephalosporioides do algodogiro.

Os halos de degradagédo de amido, lipidio, proteina
e celulose, e o crescimento micelial correlacionaram-
se negativamente com agressividade, cujos respectivos
coeficientes de correlagdo (r) e probabilidade foram:
-0,27110 (p=0,0004), -0,26697 (p=0,0005), -0,29296
(p=0,0001), -0,21042 (p=0,0067) e -0,30107 (p=<0,0001).
Porém, de modo geral os valores de r foram baixos e
ndo permitiram desenvolver modelos mateméticos que
explicassem o tamanho de les&o nos frutos, em fungédo do
diametro do halo de degradacdo dos substratos em cada
um dos meios especificos ou pelo didmetro crescimento
da colénia em BDA. O CV de 48,6% no ensaio da
agressividade pode ter contribuido para os baixos valores

TABELA 3 - Crescimento micelial de isolados de Colletotrichum
spp. de maracuja amarelo em meio de BDA, seis dias ap6s
inoculagéo

Isolado Didmetro da Isolado Diimetro da

coldnia' (mm) coldnia' (mm)
Cm2l1 83,6 a Cml7 62,3 d
Cm08 82,7 a Cm31 585 e
Cm33 82,2 a CmoO1 554 f
Cml8 81,7 a Cmo03 554 f
CmO05 81,4 a Cml2 55,0 f
Cml5 81,1 a Cm02 54,6 f
Cml6 81,1 a Cm06 54,6 f
Cm23 80,7 a Cm20 543 f
Cmll 80,2 a Cm27 53,0 g
Cml4 79,6 b Cml9 52,6 g
Cm22 79,5 b Cm24 52,6 g
Cm26 78,0 b Cm09 524 ¢
Cmo07 76,9 b Cml10 519 g
Cm25 76,8 b Cml3 51,8 g
Cm30 70,9 ¢ Cm29 51,0 g
Cm04 70,6 ¢ Cm32 46,2 h
Cm28 63,5 d

IMédia de cinco repeti¢des; valores acompanhados com mesma letra
na vertical ndo diferem pelo teste de Scott Knott (P=0,05); CV 4,1 %
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de r, apesar da homogeneidade das variancias, confirmada
pelo teste de Bartlet.

Couto et al. (2002) encontraram correlacdo
positiva entre a atividade amilolitica e o tamanho das
lesdes causadas pelos isolados de C. musae em banana.
Também foi positiva a correlagdo observada por Lima &
Chaves (1992) entre crescimento micelial de C. gossypii
var. cephalosporioides € 0 indice de doenca no algodoeiro,
o que conflita com os resultados observados no presente
trabalho. Essas divergéncias podem ser explicadas pela
diferenca entre as estratégias de patogenicidade, visto
que as espécies de Colletotrichum produzem uma faixa
ampla de enzimas capazes de destruir os componentes
estruturais dos tecidos das plantas (Bailey et al., 1992).
O fungo atua na busca por nutrientes, degradando varias
substancias como celulose, lipoproteinas, e entre outras
o amido, para atender aos requerimentos exigidos as
suas atividades fisiologicas. E nesta fase que as espécies
podem se diferenciar no requerimento de amido, durante o
desenvolvimento da patogénese. Esta explicagdo também
se aplica ao crescimento micelial, porque o meio utilizado
continha amido de batata.

De acordo com Bailey er al. (1992), as enzimas que
degradam polimeros de pectina atuam no estabelecimento
das infeccBes de espécies de Colletotrichum € a maceracao
dostecidos. Aauséncia de atividade pectinolitica dos isolados
estudados € um indicativo de que a metodologia usada neste
trabalho ndo foi adequada. Assis (2001) ndo observou
atividade pectinolitica nos isolados de C. gloeosporioides
de manga apés cinco dias de incubagdo, mas Lima (2000)
conseguiu demonstra-la em C. graminicola de milho
aos 15 dias. Esta evidéncia leva a refletir que talvez
um aumento no tempo de incubacdo gerasse resultado
positivo neste estudo.

Portanto, a separacdo dos isolados em grupos
por atividade enzimatica e por crescimento micelial
deixa de ter importancia para efeito de caracterizacdo da
agressividade, mas evidenciou que os isolados utilizaram
diferencialmente os substratos testados. Em experimentos
futuros, recomenda-se aumentar o nimero de repeticdes
para reduzir o valor do CV, testar outra metodologia
para avaliar a atividade pectinolitica e de outras
enzimas, a exemplo de cutinase, aparentemente ligada a
patogenicidade de Colletotrichum (Bailey et al., 1992).

Analise molecular de isolados de Colletotrichum
e caracterizacdo da agressividade com primer de
RAPD

Aregressdo multipla do tipo Stepwise evidenciou
trés marcadores de RAPD capazes de caracterizar
isolados de GA-1 e GA-2. Os isolados com a mesma
caracteristica apresentaram fragmentos amplificados
de DNA de mesmo tamanho no gel de agarose (marca),
tomando-se como referéncia a posicdo da marca de um
dos isolados observada a partir dos pocos onde cada
reacdo foi depositada, para a corrida eletroforética
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(Tabela 1). Vale ressaltar que a metodologia Stepwise
ndo foi aplicada para um estudo de co-segregacdo marca-
carater em uma progénie, como é usual, mas sim para buscar
uma interpretacdo geral da associacdo de marcas dentro dos
isolados de Colletotrichum. Assim, ha a possibilidade das
associacOes serem devidas também a fatores evolucionarios
outros de distingdo entre os isolados e ndo tdo somente as
ligacGes génicas.

O primeiro marcador, primer OPA-9, amplificou
0 DNA de todos isolados, embora fracamente, do Cm5.
Osisolados Cm17, 20, 19, 3,1, 12, 10, 13, 31, 23, 6, 32
(GA-1), 2, 27 e 29 (GA-2) tiveram uma marca comum,
que corresponde & quarta do isolado Cm17 (Figura 2A),
e os dados depois de analisados por regressdo Stepwise
geraram R? = 0,506 com Probabilidade >F 0,0001
(Tabela 1). Este marcador possibilitou a caracterizacéo

de 85,7% dos isolados do GA-1, porque os DNAs
de dois destes isolados, depois de amplificados, ndo
apresentaram marcas na mesma posicdo do isolado
Cml7, e resultou em erro de 15,7% ao caracterizar
como pertencentes ao GA-1 trés isolados do GA-2, os
quais apresentaram marcas na mesma posi¢do do Cm17
(Tabela 1). Estas falhas ndo teriam importancia em
programa de resisténcia genética, porque os diametros
das lesbes causadas por estes isolados estdo proximos
do menor valor de lesdo causado pelo isolado com
menor agressividade do GA-1 (Tabela 1).

O segundo marcador, primer OPN-9, também
amplificou o DNA de todos isolados, mas fracamente do
Cm28. Os isolados Cm15, 22, 26, 11, 5 e 21 tiveram como
marca em comum a terceira do isolado Cm15 (Figura 2B), e
os dados, depois de incorporados a regressdo, aumentaram

FIG. 2 - Produtos de amplificagdo dos DNAs gendmicos em gel de agarose de 33 isolados de Colletotrichum spp.
com os primers marcadores. A. OPA-9, a quarta marca do isolado Cm17 (seta) caracteriza os isolados Cm20, Cm19,
Cm03, Cm01, Cm12, Cm10, Cm13, Cm31, Cm23, Cm06, Cm32, Cm02, Cm27 e Cm29; B. OPN-14, a terceira marca
do isolado Cm135 (seta) caracteriza os isolados Cm22, Cm26, Cm11, Cm05 ¢ Cm21; C. OPH-18, a segunda marca do
isolado Cm18 (seta) caracteriza os isolados Cm17, Cm30, Cm07, Cm15, Cm22, Cm08, Cm16, Cm14, Cm26, Cm11,
Cm05 e Cm21.
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0 R? para 0,645 com Probabilidade >F 0,0001 (Tabela 1).
Entretanto, este primer permitiu a caracterizagdo de apenas
seis isolados entre 0s 19 do GA-2.

O terceiro marcador, primer OPH-18, amplificou
0 DNA de todos os isolados, porém fracamente do Cm
24. Os isolados Cm17, 18, 30 (GA-1), 7, 15, 22, 8, 16,
14, 26, 11, 5 e 21 (GA-2) apresentaram marca comum,
que corresponde a segunda do isolado Cm15 (Figura 2C),
¢ os dados depois de incorporados a regressdo elevaram
0 R? para 0,733 com Probabilidade >F 0,0001 (Tabela
1), embora sem valor pratico, porque caracterizou dez
isolados do GA-2 e trés isolados do GA-1, sendo um
deles, o0 Cm17, o mais agressivo entre os 33 isolados
estudados.

Portanto, o primer OPA-9, selecionado pela
regressdo mdaltipla do tipo Stepwise, se destacou como
um marcador eficiente para caracterizar os isolados de
Colletotrichum spp. do GA-1 sobre maracuja amarelo.

Primers de RAPD foram utilizados para
caracterizar isolados agressivos, a exemplo de
Alternaria macrospora Zimm. do algodoeiro (Cassetari
Neto et al., 2003), mas ndo foi possivel caracterizar
os isolados de C. gloeosporioides agressivos a manga
e a cebola com os primers testados (Assis, 2001;
Assuncdo, 1997).

A técnica RAPD tem sido considerada como
de baixa reproducibilidade porque é sensivel a
mudancas nas condicdes das reacdes. Entretanto,
resultados confiaveis sdo obtidos com primers do tipo
SCAR (Sequence characterized amplified regions),
que contém cerca de 20 nucleotideos, obtidos a partir
de fragmentos de DNA amplificados com primers de
RAPD, que se caracterizam como marcadores genéticos
baseados em PCR (Paran & Michelmore, 1993).
Portanto, em estudos futuros pode-se obter um primer

‘?‘ Agressividade alta

DIM3

0.68

0.27

-0.15

-0.56
0.49
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SCAR a partir dos fragmentos do DNA de um dos
isolados do GA-1 que foram amplificados pelo primer
OPA-9. Além disso, deve-se usar um marcador de peso
molecular para identificar os fragmentos de DNA a
serem amplificados, em vez de identifica-los pela
posicdo no gel, como foi realizado no presente estudo,
por falta de disponibilidade do referido marcador.

O baixo polimorfismo dos fragmentos (Figura
3) ndo permitiu separar os isolados em grupos por
origem. Assuncdo (1997) ao testar também primers
que resultou em baixo polimorfismo com isolados de
C. gloeosporioides de cebola observou resultados
semelhantes, embora Swart (1999) tenha conseguido
agrupar isolados de Colletotrichum de diferentes
fruteiras por areas de producdo, usando primers que
geraram maior numero de marcas polimérficas.

As amplificacBes obtidas com os 18 primers
testados geraram 250 fragmentos polimérficos, que
permitiram estabelecer dois grupos de isolados
geneticamente diferentes (Tabela 1). Os isolados
Cm1l17, 18 e 30, apesar de pertencerem ao GA-1,
foram agrupados molecularmente com aqueles do
GA-2. Por outro lado, os isolados Cm2, 27, 29 e 9
do GA-2 agruparam-se com os isolados do GA-1.
No estudo das dissimilaridades genéticas (Figura 3),
observou-se quatro isolados do GA-2 préximos do
GA-1 e trés isolados do GA-1 proximos do GA-2.
Porém, os isolados do GA-1 apresentaram-se mais
proximos entre si do que os isolados do GA-2,
evidenciando que os isolados do GA-1 evoluiram mais
recentemente. A constatacdo de dois grupos de isolados
diferentes geneticamente confirma a diversidade
do patégeno, também observada em isolados de C.
gloeosporioides da manga e da cebola (Assis, 2001 &
Assuncdo, 1997).

7{«"' Agressividade baixa

FIG. 3- Distribuigdo de 33 isolados
de Colletotrichum spp. com base
nas trés dimensoes geradas a partir
das dissimilaridades genéticas
entre eles.
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