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RESUMO

O cultivo de flores tropicais tem-se expandido em vérios estados do Nordeste do Brasil
pela grande aceitacdo desses produtos pelo mercado consumidor e a perspectiva de um
agronegocio de elevado retorno econdmico. A antracnose causada por Colletotrichum
spp. pode afetar vérias espécies tropicais, comprometendo a quantidade e qualidade do
produto final. Devido a caréncia de informacdes nesses patossistemas, o presente
trabalho objetivou: a) Caracterizar através de morfologia, producdo de exoenzimas,
patogenicidade e andlise molecular de isolados de Colletotrichum de flores tropicais; b)
Elaborar uma escala diagramética para avaliacao da severidade da antracnose em bastao
do imperador; e c¢) Avaliar o comportamento de cultivares de antirio, em diferentes
fases de desenvolvimento e o efeito da quantidade de pontos de inoculacdo na
severidade da antracnose quando infectadas com C. gloeosporioides. Todos os 37
isolados testados produziram conidios hialinos, unicelulares, retos e cilindricos e
apressorios de coloragdo marrom escuro e formato varidvel. A coloragdo das colonias
variou de branco a cinza escuro. O DNA da maioria dos isolados foi amplificado com o
oligonucleotideo especifico para a espécie C. gloeosporioides, confirmando os dados
obtidos através das caracteristicas morfoldgicas. O DNA dos isolados C 23 e C 35 ndo
foi amplificado com os primers espécie-especificos para a confirmagdo da espécie.
Todos os isolados produziram enzimas amiloliticas, lipoliticas e proteoliticas em meios
de cultura especificos. A patogenicidade dos isolados foi varidvel. Seis isolados obtidos
de anttrio e quatro isolados de heliconia nao foram patogénicos quando inoculados nos
respectivos hospedeiros, sendo que todos os isolados provenientes de bastdo do
imperador foram patogénicos. Alguns isolados de antdrio, bastdo do imperador,
heliconia e musa foram patogénicos quando em inocula¢des cruzadas. A variabilidade
genética dos 37 isolados de Colletotrichum foi determinada com trés oligonucleotideos
arbitrarios. A escala diagramadtica elaborada para a antracnose em bastdao do imperador
apresenta niveis de 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 82 e 92% de &rea lesionada da brictea. A
avaliacdo da severidade da antracnose em bastdo do imperador sem a utilizacdo dessa
escala gerou resultados contraditérios onde os avaliadores tanto superestimaram como
subestimaram a intensidade da doenca. Com o emprego da escala, os avaliadores

obtiveram melhores niveis de acuricia e precisdo, com os erros absolutos concentrando-
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se na faixa de 10%. Os avaliadores apresentaram boa repetibilidade e elevada
reprodutibilidade das estimativas com a utilizacdo da escala, o mesmo ndo sendo
verificado sem a utilizacdo dessa. Em antirios, a idade da espata influenciou o
desenvolvimento da lesdo para os dois isolados avaliados. Em espatas no estadio 1, sem
a completa abertura, as lesdes formadas foram significativamente maiores do que
aquelas formadas em espatas nos estddios 4 e 5. As maiores lesdes causadas pelos
isolados do patégeno foram formadas com cinco pontos de ferimento nas duas
cultivares de anttrio (cvs. Tropical e Cananéia). A época de inoculacdo nao influenciou
no tamanho da lesdo, nas duas cultivares avaliadas. Os menores periodos de incubagdo
(PI) para o isolado Cg 1 foram observados nas cultivares Astral, Tropical, Netuno e
Farao, diferindo significativamente nas demais cultivares. Nas cultivares Sonate, Astral,
Tropical, Netuno e Farao foram observados os menores PI para o isolado Cg 2. A menor
AACPD resultante da inoculagdo com Cg 1 foi observada em Sonate, que diferiu das
demais cultivares. As menores AACPD ocasionadas pelo isolado Cg 2 foram
observadas em Farao e Midori, que diferiram das cultivares Cananéia, Sonate, Tropical

e Netuno.

Palavras-chaves: Anthurium andraeanum, Colletotrichum gloeosporioides, Etlingera

elatior, Heliconia spp., escala diagramadtica, resisténcia.
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ABSTRACT

The tropical flower crop has increased in several states of the Northeast region of Brazil
based on the high acceptance of the product and it potencial as a profitable activity. The
anthracnose caused by Colletotrichum spp. can affects many of these species
influencing negatively the quantity and quality of the final product. The present work
aimed: a) to characterize Colletotrichum isolates from tropical flowers by
morphological, exoenzimes production, pathogenicity and molecular methods; b) to
develop a diagrammatic key for anthracnose on torch ginger; c) to evaluate the response
of anthurium cultivars, the effect of inoculation point quantity, and the different
development stages on anthracnose development. All isolates presented Colletotrichum
gloeosporioides characteristics, by morphological and molecular methods, excepted the
DNA from C 23 and C 35 isolates that weren't amplified with the specific primer. The
conidia from the different isolates were hyaline, unicellular and cilindrical, and
apressoria varied in shape and size, with dark brown color. The colony color varied
from white to dark gray. All isolates showed enzymes activity on specific mediums. The
pathogenicity was variably between isolates. Six anthurium’s isolates and four
heliconia’s isolates weren't pathogenic when inoculated on their hosts. All isolates from
torch ginger were pathogenic. Some of them showed cross-infection capacity. Genetic
variability was verified by ap-PCR with three different primers. The diagrammatic key
elaborated to evaluate anthracnose on torch ginger includ the levels 1, 2, 4, 8, 16, 32,
64, 82 and 92% of diseased bracts area. On the first evaluation without the key raters
overestimated and underestimate the disease severity. With the diagrammatic key raters
obtained better levels of accuracy and precision, with absolute errors concentrated
around 10%. Raters showed good repeatability and high reproducibility of estimative by
using the key compared to the no use of it. The lesion size development was influenced
by espathe age on anthurium. On espathes on stage 1, where the esphathes still closed,
the lesions were significantly bigger them espathes on 4 and 5 stages. Bigger lesions
were observed with five points per wound on the two cultivars (cvs. Tropical and
Cananéia) and isolates tested. Inoculation time not influenced the lesion size on
cultivars tested. The incubation period (IP) was variable with cultivars and isolate. The

smaller IP for Cg 1 were observed on Astral, Tropical, Netuno and Farao. On Sonate,
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Astral, Tropical, Netuno e Farao cultivars were observed the smallest IP for Cg 2. The

smallest AUDPC were observed on Sonate for Cg 1 and on Farao and Midori for Cg 2.

Key-words: Anthurium andraeanum, Colletotrichum gloeosporioides, Etlingera elatior,

Heliconia spp., diagrammatic key, resistance.
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Titulo: Antracnose em inflorescéncias de plantas ornamentais tropicais:
caracterizacdo de isolados de Colletotrichum, escala diagramatica e

reacao de cultivares

Introducéo Geral

Flores Tropicais

O mercado mundial de flores vem apresentando crescimento anual de 10% desde a
década de 1990, tornando-se um dos segmentos econdmicos de grande importancia para a
Organizacdo Mundia do Comércio. As flores e plantas ornamentais movimentam
mundialmente cerca de 49 hilhdes de dolares, desde a fase de producéo até a entrega final
(FERREIRA et al., 2002).

No Brasil, a floricultura é uma atividade de ata rentabilidade e com grande potencial
de consumo, pois abrange uma diversidade de produtos, como as flores de corte (rosa,
crisantemo, lirio, cravo, gladiolo), flores de vaso (crisantemo, violeta, antdrio, azaéia e
begbnia) e folhagens. Os principais paises consumidores das flores e plantas brasileiras sdo
Holanda, Inglaterra, Estados Unidos, Itdlia, Alemanha, Franca, Japdo e Argentina (SEBRAE,
2005). Estima-se que as exportagdes brasileiras de ornamentais evoluiréo de forma expressiva,
podendo alcancar cercade US$ 80 milhGes em 2007 (IBRAFLOR, 2005).

A floricultura tropical € uma atividade em ascensdo no Brasil e destaca-se como um
agronegocio gerador de renda, fixador de méo-de-obra no campo e como cultura aternativa
para pequenos produtores (WARUMBY et al., 2004). As flores tropicais apresentam diversas
caracteristicas que favorecem grande aceitacdo e que elevam o potencial de crescimento do
setor no mercado nacional e internacional, como a durabilidade, a beleza e a diversidade de
cores e formatos (LOGES et al., 2005).

A temperatura ideal para o cultivo das tropicais situa-se entre 22 e 25°C. No Brasil
existem plantacfes de flores tropicais principalmente em regides de mata imida no Nordeste,
com destague para os estados de Pernambuco, Ceara e Alagoas (LAMAS, 2002). Nesses
estados, as condicdes climaticas permitem o cultivo durante todo o ano, sem necessidade de
grandes investimentos em infra-estrutura, resultando em custos menores gque possibilitam a
competicdo com o mercado mundial. A maioria das espécies de flores tropicais pode ser
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cultivada a pleno sol ou em condi¢des de sombreamento natural ou artificial (WARUMBY et
al., 2004).

A maioria das espécies tropicais cultivadas no Nordeste pertence as familias Araceae,
Costaceae, Heliconiaceae, Musaceae e Zingiberaceae. Na familia Araceae destaca-se 0 antirio
(Anthurium andraeanum Linden) que produz inflorescéncia de diversas cores e também
folhagem, e outras espécies cultivadas para producdo de folhagem como Alocacasia
amazonica André, Philodendron cordatum Kunth e Spathiphyllum wallisi Regel. A familia
Costaceae é constituida de quatro géneros e 150 espécies, mas apenas costus (Costus spicatus
Susseng) e tapeindquilo (Tapeinochilos ananassae Hassk.) sdo amplamente cultivadas. Na
familia Heliconiaceae diversas espécies sdo destaques na producdo, como Heliconia bihai (L.)
L., H. chartacea cv. Sex Pink Lane & Barreiros, H. psittacorum L. F., H. rostrata Ruiz &
Pavon e H. wagneriana Petersen. Dentre as musaceas destacam-se Musa coccinea Andrews,
M. velutina Roxb. e M. ornata Roxb., que apresentam inflorescéncias de coloracéo vermelha,
roxa e rosa, respectivamente. As principais espécies cultivadas da familia Zingiberaceae séo
alpinia (Alpinia purpurata (Vieill.) Schum.), bast&o do imperador (Etlingera elatior (Jack) R.
M. Smith) com variedades de coloragdo vermelho, rosa e porcelana e sorvete (Zingiber
spectabiles Griff.) (LINS; COELHO, 2004; LORENZI; SOUZA, 2001).

A qualidade das flores tropicais de corte quanto a durabilidade, coloragéo tamanho e
turgidez, esta relacionada com todas as etapas de producdo. Flores com boa qualidade séo
resultado de méo-de-obra qualificada, manejo adequado e boas praticas pés-colheita (LOGES
et al., 2005).

Antdrio

O anturio é uma planta semi-herbécea, ereta, perene, com altura variando de 0,30 a 1,0
m, sendo originério da Coldmbia e Venezuela. Apresenta folhas verdes vistosas, com formato
cordiforme e inflorescéncias com espatas de diversas cores de acordo com a cultivar, sendo
tanto a folhagem quanto as inflorescéncias de grande importancia ornamental (LORENZI;
SOUZA, 2001). O que é conhecido como “flor”, na verdade € o conjunto da espata (folha
modificada e colorida) com a espéadice (inflorescéncia do tipo espiga), onde estdo localizadas
as flores femininas na base e masculinas no apice e cuja abertura ocorre em épocas diferentes
evitando a auto polinizacdo, o que leva a uma alta variabilidade dessa espécie. A reproducdo
assexuada é feita por divisdo de touceira ou por micropropagacdo. Esses métodos propiciam a

obtencdo de plantas idénticas a planta matriz, sendo que o primeiro resulta na producéo de
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peguena quantidade de mudas e o segundo em grande quantidade de material (Tombolato et
al., 2004).

O cultivo de anturios em paises de clima tropical como o Brasil, deve ser feito sob
telado em sistema de cultivo protegido, proporcionando 80% de sombreamento (LOGES et
al., 2004). Essa estrutura protege as plantas do excesso de luminosidade e de chuva. A
irrigacdo deve ser realizada por gotegjamento, evitando o encharcamento do substrato e a
disseminacdo de fitopatdgenos. Temperaturas entre 20 e 28°C durante o dia e a umidade
relativa entre 50 e 90% sdo condigdes ambientais facilmente encontradas na regido Nordeste
do Brasil e sdo ideais para o cultivo de antirio. De modo geral, a temperatura deve
permanecer abaixo de 30°C e a umidade relativa acima de 50% durante o cultivo, pois o frio,
o calor, aradiacéo e 0 excesso de luminosidade causam danos as plantas (van HERK et al.,
1998; Tombolato et al., 2004).

Normalmente, o ponto de colheita é determinado pela quantidade de flores femininas
abertas na espadice. O amadurecimento comeca na base da espadice e segue vagarosamente
até o apice. Geralmente faz-se a colheita quando 75% das flores estéo abertas, ou sgja, ¥ do
comprimento da espadice. O ponto de colheita pode variar entre as cultivares, como por
exemplo, a cultivar Midori é colhida quando 50% das flores estdo abertas e a cultivar Linda de
Mol s6 é colhida quando encontra-se 90% de flores abertas. E importante que testes de
durabilidade pos-colheita sejam conduzidos para determinar a melhor época de colheita em
cada cultivar (van HERK et al., 1998). A classificacdo das hastes colhidas é feita de acordo
com o tamanho da haste, sendo considerada peguena guando menor que 30 cm, média com
tamanho entre 30 e 45 cm e grande sendo maior que 45 cm (LOGES et al., 2005).

Existem mais de cem variedades comerciais de anturio cultivadas em diversos paises.
As coloractes desenvolvidas podem ser agrupadas em vermelho, rosa, branco, verde, laranja,
creme e mistura de cores. O grupo vermelho é o mais cultivado, sendo responsavel por 40%
da &rea plantada na Holanda no ano de 1997, seguido pelo grupo rosa com 13% e o branco
com 8%. A producdo deve ser conduzida de acordo com as preferéncias do mercado
consumidor. As principais cores importadas pela Alemanha sdo o vermelho e o laranja, ja na
Italia os consumidores preferem o vermelho, o branco e o rosa e na Franga o branco e o rosa
s80 os mais procurados (van HERK et al., 1998).

As cultivares comerciais de antirio devem reunir diversas caracteristicas como:
qualidade da folha; haste floral ereta, firme e medindo 60 cm; espata com brilho, aberta, de
textura firme e coloracdo uniforme; espadice ligeiramente arqueada e medindo cerca de dois
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tercos do comprimento da espata; boa producdo; durabilidade pds-colheita; e resisténcia as
doencas (van HERK et a., 1998, TOMBOLATO et d., 2004).

Bastdo do imperador

A espécie E. elatior € originariada Indonésia e pertence a familia Zingiberaceae, sendo
popularmente conhecida como bastdo do imperador. Essa familia compreende
aproximadamente 50 géneros e 1000 espécies, que podem ser encontradas em todo o0 mundo.
O bastdo do imperador possui habito herbaceo, rizomatoso, porte ereto, em touceiras que
podem atingir de dois a quatro metros de altura. Suas folhas so grandes, alongadas e verdes.
Apresentainflorescéncias grandes, sustentadas por hastes que medem entre 1,0 e 1,5 metro de
altura, com coloracdo que pode variar de branco a preto. No Brasil sdo cultivadas a vermelha
(cv. Red Torch), rosa (cv. Pink Torch) ou rosa-claro (cv. Porcelain) todas com elevado valor
ornamental. Cultivada de forma isolada ou em grupos em parques e jardins, pode ser
multiplicada por semente ou por divisdo de touceira, sendo esta Ultima a mais indicada por
manter as caracteristicas da cultivar (BERRY ; KRESS, 1991; CHAPMAN, 1995; LORENZI;
SOUZA, 2001). Em producéo comercial o espacamento adequado € de 4 metros entre linhas e
de 2 a 3 metros entre plantas, devendo ser inicialmente cultivada a meia sombra.

O ponto de colheita do bastdo do imperador ocorre quando as bracteas basais estéo
expandidas. A colheita deve ser efetuada nos hor&rios com temperaturas amenas, coOmo no
inicio da manha e no final da tarde. O transporte das hastes até o0 galpdo de beneficiamento
deve ser rdpido para evitar que ocorra desidratacdo (CHAGAS, 2000; LOGES et al., 2005).
Apés a limpeza da haste faz-se a classificagdo de acordo com a qualidade observada, sendo
considerada de boa qualidade a haste com inflorescéncia de botdo grande ou com bréacteas
pouco abertas, auséncia de manchas e pseudocaule com diametro acima de 1 cm (LOGES et
al., 2005).

Apobs o corte, as inflorescéncias de bastdo do imperador devem ser protegidas com
redes para evitar danos provocados por atrito entre as inflorescéncias ou entre a inflorescéncia
e a caixa de papeldo. O nimero de hastes por caixa deve ser em torno de 50 e o tamanho da
haste de 80 cm (LOGES et d ., 2005).

Helicbnia

As diversas espécies compreendidas no género Heliconia sdo originérias de diferentes

paises da América Central e da América do Sul. Sdo plantas arbustivas, herbacesas,
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rizomatosas e que formam touceiras, favorecendo a propagacdo vegetativa. O porte é variavel
de acordo com a espécie, podendo atingir até 4,5 metros de altura como na espécie H.
chartacea var. Sex Pink (LORENZI; SOUZA, 2001). Existem cerca de 200 a 250 espécies de
Heliconia e mais de 450 nomes botanicos para espécies, variedades e hibridos desse género
(BERRY; KRESS, 1991). Dentre esses, as seguintes espécies se destacam pela grande
aceitacdo do mercado: H. bihai cv. Lobster Claw é originaria do Brasil e Havai, apresenta de 2
a 3 metros de altura, folhas grandes, com peciolo longo e nervacdo paralela curvilinea. As
inflorescéncias sdo eretas, longas, com bracteas rigidas, no mesmo plano, de coloracdo
vermelho-alaranjada com faixa verde na borda superior. A espécie H. chartacea var. Sexy
Pink € proveniente das Guianas e regido Amazonica Brasileira. Suas inflorescéncias séo
longas, pendentes, com bréacteas de coloracéo rosea e uma faixa verde-clara. Pode chegar até
4,5 metros de altura. JaAH. psittacorum cv. Sassy é originaria do Brasil, Guiana e Venezuela e
apresenta inflorescéncias de boa durabilidade, com hastes longas, eretas e bracteas finas de
coloracdo rosa e verde. A cultivar com coloragéo de bractea vermelha e laranja € denominada
Golden Torch Adrian e a de coloracdo amarela € denominada Golden Torch, sendo essas
resultantes do cruzamento H. psittacorum x H. spathocircinata. H. rostrata € proveniente do
Peru, Equador e Brasil, mede cerca de 2 a 3 metros de altura, inflorescéncias pendentes, com
hastes longas, bracteas curtas e largas e coloragdo vermelho vivo e uma faixa na parte superior
de coloragdo amarela e verde. Originaria do Equador, Bolivia e Brasil, H. stricta cv. Las
Cruzes possui inflorescéncias eretas, com hastes longas, com bréacteas largas e coloragdo
vermelho. Pode chegar até 1,8 metros de atura. Medindo 1,5 a 3 metros de atura, H.
wagneriana é originaria da América Central e Coldmbia. As inflorescéncias sdo eretas, de
pedunculo curto, com brécteas largas e coloragdo amarela na base, vermelho vivo no centro e
uma faixa na borda superior de coloracdo verde (BERRY; KRESS, 1991; LORENZI;
SOUZA, 2001).

O ponto de colheita em helicnias geramente € realizado quando uma a cinco bracteas
estiverem completamente expandidas (CHAGAS, 2000), dependendo da cultivar e do tipo de
material requisitado pelo comprador.

Apos a colheita, as hastes sdo limpas com agua e sabdo neutro e as flores retiradas do
interior das brécteas visando aumentar a durabilidade da haste. As folhas acima da
inflorescéncia devem ser cortadas de modo que os peciolos ficam 10 cm acima do final da
inflorescéncia e a protegja de possiveis impactos durante o transporte. Uma haste de boa
qualidade deve apresentar de duas a quatro bréacteas abertas, com as bracteas da extremidade
ainda fechadas, sem sinais de desidratacdo e boa coloracdo. As hastes precisam estar bem
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acomodadas no interior das caixas de papeldo para que ndo ocorra nenhum dano causado pelo
atrito. Cada caixa deve conter apenas uma espécie da heliconia para facilitar a arrumagéo das
hastes. Cerca de 30 e 22 inflorescéncias grandes e eretas de H. bihai e H. wagneriana cabem
por caixa, respectivamente, enquanto que em espécies de menor porte como H. psittacorum e
as resultantes do cruzamento de H. psittacorum e H. spathocircinata Aristeg. podem ser
acomodadas cerca de 120 hastes em uma caixa (LOGES et al., 2005).

Doencas em flores tropicais

As condigdes de cultivo exigidas pelas flores tropicais, a forma de propagacdo das
espécies, o nivel de profissionalizag&o no setor produtivo e as poucas pesquisas desenvolvidas
nessa area concorrem para gque diversas doencas constituam importante fator no cultivo das
diferentes espécies tropicais. Doencgas causadas por virus, bactérias, nematéides e fungos
diminuem em quantidade e qualidade a producéo de plantas ornamentais tropicais. As doencas
de origem fungica podem afetar inflorescéncias, flores, folhas, pseudocaules, rizomas e raizes,
mostrando-se mais severas sob condigdes de estresse hidrico ou nutricional do hospedeiro
(WARUMBY et al., 2004).

Nos Estados Unidos o fungo Deightoniella torulosa (Syndow) M.B. Ellis foi
encontrado associado a M. coccinea causando manchas foliares e podriddo no pseudocaule
(CHASE; BROSCHAT, 1991). Ja o fungo Fusarium oxysporum foi encontrado causando
murcha em espécies de Heliconia nos Estados Unidos e no Panama, e a bactéria Ralstonia
solanacearum raga 2 também foi relatada causando murcha em Heliconia spp. nos Estados
Unidos e Equador (BUDDENHAGEN, 1997).

Lins e Coelho (2004) constataram a ocorréncia de diversas doencas em plantas
ornamentais tropicais causadas principalmente por fungos e nematéides, em sete municipios
produtores do estado de Pernambuco. As doengas fungicas mais freqientes foram a mancha
foliar de Bipolaris incurvata (C. Bernard) Alcorn. em H. chartacea cv. Sex Pink, H. stricta e
H. rostrata, a mancha foliar de Curvularia lunata (Wakker) Boedijn em H. chartacea cv. Sex
Pink, H. bihai, H. psittacorum cv. Golden Torch, H. psittacorum cv. Sassy e H. rostrata, a
mancha foliar causada por Deightoniella torulosa em M. coccinea e a podriddo do rizoma
causada por Rhizoctonia solani Kihn em E. elatior. A antracnose foi observada em bastdo do
imperador, tapeindquilo e em trés espécies de heliconias, H. stricta, H. psittacorum cv.
Golden Torch e H. bihai. A fregiéncia de plantas infectadas com Colletotrichum

gloeosporioides (Penz.) Sacc. foi de 86%, nas 15 propriedades visitadas. No Ceara foi
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encontrado Oidium sp. e C. gloeosporioides em Heliconia spp. e C. gloeosporioides em A.
andraesanum (FREIRE et a., 2003). Em Alagoas ja foi observada a ocorréncia de C.
gloeosporioides em T. ananasse (AMORIM et al., 2006) e em Calathea burle-max H.
Kennedy (ALMEIDA et a., 2006).

A antracnose

A antracnose é uma doenca de origem fangica que ocorre no mundo inteiro e em
grande variedade de hospedeiros, sendo destrutiva em inimeras culturas e plantas ornamentais
principalmente em regides tropicais e subtropicais. Os géneros Sphaceloma, Marssonina e
Colletotrichum, e seus estagios teleomorficos, sdo 0s principais patdégenos associados a
maioria das antracnoses (AGRIOS, 2005), sendo o género Colletotrichum o mais
freqientemente encontrado no Brasil. Em meio de cultura, as espécies desse género
caracterizam-se por apresentar micélio imerso, ramificado, septado, de coloracdo hialina,
marrom claro ou marrom escuro. O acérvulo pode ser formado na subcuticula, epiderme,
subepiderme ou na periderme com coloragdo hialina a marrom escuro. As células

conidiogénicas sdo enteroblasticas, hialinas e cilindricas (SUTTON, 1980).

A principal espécie associada aos sintomas de antracnose em folhagens (CHASE,
1992) e em plantas ornamentais tropicais é C. gloeosporioides (WARUMBY et al., 2004)
descrita em 1882, tendo como teleomorfo a espécie Glomerella cingulata (Stonem.) Spauld. &
Schrenk descrita em 1903 (SUTTON, 1980). Arx (1957) apud Sutton (1980) reconheceu a
existéncia de nove formas dentro desta espécie grupo, mas as manteve dentro de C.
gloeosporioides. Para uma melhor caracterizagcdo e/ou separacdo dessas formas € necessério a
integracdo de caracteristicas culturais e morfolégicas, patogenicidade e gama de hospedeiros,
uma vez que este fungo apresenta grande variacdo de suas caracteristicas. Os conidios séo
estreitos, com 4pice obtuso, cilindricos, medindo 9 a 24 um de comprimento por 3 a 4,5 um
de largura, apressorios clavados ou irregulares, medindo 6 a 20 um de comprimento por 4 a12
pm de largura (SUTTON, 1980).

Outra espécie associada a plantas ornamentais € Colletotrichum musae (Berk. & Curt.)
Arx, descrita em 1957, tendo sido observado em H. caribea Jaquini, H. latispatha Benth, H.
psittacorum e H. rostrata em plantios na Venezuela (MADRIZ et a., 1991). Apresenta
colénias geralmente com micélio aéreo branco e abundante, tornando-se cinza com a idade,
massa de esporos de coloracdo marrom amarelado, seta ausente, conidios estreitos, cilindricos,

medindo de 12 a 17 um de comprimento por 4,5 a 5,5 um de largura. Apressorios com
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formato irregulares, com lobos irregulares, medindo de 9 a 13 pum de comprimento por 9 a
11,5 um delargura (SUTTON, 1980).

A infeccdo de Colletotrichum spp. em ornamentais tropicais, € mais severa em épocas
Umidas e temperatura em torno dos 25°C. Esses patdgenos podem afetar vérias espécies de
flores tropicais, desenvolvendo-se em qualquer parte da planta reduzindo a produtividade e/ou
desvalorizando as flores para comercializacdo. Dependendo da parte afetada, sintomas
diferentes podem ser observados (WARUMBY et a., 2004). Em bracteas de T. ananassae
foram observadas |esdes necréticas, que coalescem e evoluem para podriddo generalizada da
inflorescéncia (AMORIM et al., 2006). Também em bréacteas das inflorescéncias de C. burle-
max foram verificadas lesdes encharcadas seguidas de necrose ocupando grandes areas dos
tecidos florais (ALMEIDA et al., 2006). Em bastdo do imperador causa lesdes nas bracteas
florais, a principio pequenas manchas escuras que evoluem para uma podriddo encharcada.
Nas bracteas de H. rostrata, os sintomas se apresentam como peguenos pontos escuros, que
coalescem até necrosar a inflorescéncia. Nas folhas de H. psittacorum, o fungo causa
pequenas manchas vermelho-alaranjadas, circundadas por um halo amarelo e centro
deprimido (WARUMBY et al., 2004). Em bracteas de H. chartacea cv. Sex Pink podem
ocorrer lesdes de coloracdo escura, deprimida e com formato eliptico (BARGUIL et a., 2005).
Em folhas de antdrio, os sintomas de antracnose compreendem lesdes pardas que aparecem
mais freglientemente nos bordos foliares ou junto as nervuras, podendo coalescer e tomar
grande parte do limbo foliar (PITTA et al., 1990; TOMBOLATO et a., 2004) e nas espatas
ocorrem peguenas manchas escuras, que evoluem para uma podridéo encharcada e posterior
necrose (WARUMBY et al., 2004).

Glomerella cingulata tem sido relatado causando doenca em algumas plantas tropicais.
Em folhas de Calathea crotalifera S. Watson e C. burle-max os sintomas se iniciam com a
formacdo de pequenas pontuagdes cloréticas que evoluem tornando-se manchas ovaladas
pardo-avermel hadas circundadas por halo amarelado e com bordos irregulares. A maioria das
lesbes é formada proxima ao bordo foliar e, geralmente, ocorre o coaescimento das |lesdes
tomando grandes areas do tecido foliar (WARUMBY et a., 2004). Na Venezuela, este
patdgeno ocorre em H. caribea, H. latispatha e H. psittacorum, tendo sido encontrado em
56.3, 15.6 e 5.8% das amostras desses materiais, respectivamente (MADRIZ et a., 1991).

Normalmente, os sintomas causados por C. gloeosporioides em diversos hospedeiros
se desenvolvem em poés-colheita e refletem os fatores que ocorreram em pré-colheita, como as

condicles climaticas desfavoréveis para a cultura e tratos culturais incorretos, podendo ser
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agravadas por fatores de colheita e pds-colheita, devido a0 manuseio, limpeza, embalagem,
transporte e armazenamento inadequado (SOMMER, 1982; SNOWDON, 1990).

Variabilidade morfoldgica, patogénica e molecular de Colletotrichum

A avdliacdo da diversidade genética através de estudos morfolégicos tem sido
realizada em isolados de Colletotrichum provenientes de diversas culturas, como C. acutatum
Simmonds em lupino (Lupinus mutabilis Sweet.) (TALHINHAS et a., 2002), C. musae em
banana (Musa spp.) (COUTO; MENEZES, 2004), C. gloeosporioides em abacate (Persea
americana Mill.), mamé&o (Carica papaya L.) e manga (Mangifera indica L.) (PERES et dl.,
2002), C. gossypii South em algodoeiro (Gossypium spp.) (ROCA et al., 2004), dentre outras.
A caracterizacdo morfolOgica, bastante utilizada e essencial, pode algumas vezes mostrar-se
limitada devido ao grande numero de caracteres passiveis de serem analisados, como
pigmentacdo, textura, forma e velocidade de crescimento, que sd0 dependentes de aspectos
como composi¢cdo do meio e condi¢des de incubacdo. Dessa forma, podem ser subjetivos,
pouco conclusivos e induzirem erros de interpretacdo, quando utilizados de maneira isolada.
Com a elevada variabilidade das caracteristicas morfologicas, a adocdo de outras
metodologias se faz necessaria para uma identificacdo eficiente da espécie em estudo
(SUTTON, 1980).

A variabilidade de isolados de Colletotrichum sugere a existéncia de grupos de
especializacdo patogénica. Testes de patogenicidade em inoculagbes cruzadas sdo usados
como forma de caracterizacdo patogénica entre isolados, visando demonstrar a especificidade
ou a gama de hospedeiros dos isolados avaliados. Como exemplo, em um estudo de
inoculagdo cruzada com isolados de Colletotrichum spp. provenientes de maracujaamarelo
(Passiflora edulis Simmonds f. flavicarpa Degener), cau (Anacardium occidentale L.),
banana, manga e mamao, Lima Filho et a. (2003) verificaram a especificidade do isolado de
maracuja em incitar sintomas apenas em maracuja&amarelo, enquanto que a banana foi
infectada com todos os outros isolados testados. A variagéo patogénica de 296 isolados de C.
gloeosporioides foi verificada em cinco espécies de estilosantes, levando a formagdo de oito
grupos de racas. Cerca de 10% dos isolados apresentaram baixa capacidade de causar doenca,
enquanto que 40% dos isolados mostraram-se patogénicos a apenas uma espécie
(CHAKRABORTY et al., 2002). Inoculagdes cruzadas com isolados de C. gloeosporioides e
C. acutatum provenientes de amendoeira-doce (Prunus dulcis (Mill.) D. Webb), maca (Malus
domestica Borkh), abacate, manga e nectarina (Prunus persica var. nucipersica (Suckow)

Schneider resultaram em sintomas tipicos de antracnose em todos os frutos. Os dois isolados
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de C. gloeosporioides provenientes de améndoa cresceram mais vagarosamente, causando
lesbes significativamente menores em todos os frutos inoculados, inclusive no hospedeiro
original. Ndo foram observadas diferencas entre tamanho das lesbes nos frutos inoculados
com isolados de C. acutatum provenientes de macé e nectarina. Diferencas significativas
foram observadas no tamanho das lesdes produzidas por isolados de C. gloeosporioides
provenientes de abacate e manga. O isolado da manga foi menos agressivo nas duas cultivares
de macad e em amendoeira-doce, causando |esdes maiores em nectarina e abacate (FREEMAN;
SHABI, 1996).

Técnicas moleculares baseadas na andlise do DNA tém sido aplicadas com éxito em
diferentes areas da micologia, possibilitando o desenvolvimento de métodos rapidos, sensiveis
e especificos no diagnostico de fitopatdgenos. Por utilizarem diretamente o DNA, néo sofrem
influéncia dos fatores que afetam a expressao génica, sendo também consideradas viaveis para
uso rotineiro devido a sua rapidez e simplicidade na deteccdo de variabilidade genética em
fungos (TEIXEIRA et a., 2004).

Diversos métodos de deteccdo de polimorfismo genético foram desenvolvidos, como
por exemplo: a técnica de RFLP (“Restriction Fragment Lenght Polymorphism”) que
possibilita a comparacéo de fragmentos de DNA baseada na homologia de sequéncia das
bases, favorecendo a probabilidade de se encontrar associagOes significativas entre
marcadores e genes que controlam um carater de interesse. A técnica de RAPD (*Randon
Amplified Polymorphic DNA”) favorece a sintese de véarios segmentos de DNA
simultaneamente em diversos pontos do genoma, resultando em varias bandas no gel. As
vantagens dessas técnica em relagdo a anterior € que ndo requer o desenvolvimento de uma
biblioteca de sondas especificas para 0 organismo em estudo e que a quantidade de DNA
necessaria € cerca de trés vezes menos. A metodologia com a utilizagdo de minissatélites se
baseia no conhecimento de que grande propor¢do do genoma de organismos eucariotos é
composta de sequéncias repetidas de DNA. Esses marcadores tornam-se importantes
ferramentas para a andlise genética, pois oferecem a possibilidade de amostrar
simultaneamente um grande nimero de locos polimorficos. A utilizacdo da técnica de PCR
(“Polymerase Chain Reaction”) propicia a sintese de milhdes de cOpias de um segmento
especifico de DNA. A facilidade, rapidez e sensibilidade propiciadas com a utilizagdo dessa
técnica, a torna extremamente Gtil em estudos genéticos envolvendo grande numero de
individuos (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Vérios trabahos foram conduzidos utilizando essas técnicas para a caracterizagdo de
espécies de Colletotrichum como por exemplo, os realizados com isolados provenientes de
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morango (Fragaria ananassa Duch.) (URENA-PADILLA et al., 2002; XIAO et al., 2004), de
maracuja e de manga (AFANADOR-KAFURI et al., 2003), de amendoeira-doce, de maca e
de péssego (Prunus pérsica (L.) Batsch (FREEMAN; SHABI, 1996), de lupino ornamental
(TALHINHAS et a., 2002), de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) (SICARD et al., 1997), de
estilosantes (MUNAUT et a., 2002; WEEDS et al., 2003), de abacate, de banana, de goiaba
(Psidium guajava L.), de maméo, de manga e de maracuja (PERES et al., 2002), de oliveira
(Olea europaea L.) (TALHINHAS et ., 2005), dentre outros.

Resisténcia de cultivar e idade de desenvolvimento

O cultivo de variedades resistentes ndo apenas diminui perdas provocadas pela doenca,
mas também reduz as despesas com pulverizacfes e outros métodos de controle, evitando a
contaminacdo do meio ambiente com quimicos téxicos. Mesmo apés a liberacdo de uma
cultivar resistente, medidas podem ser tomadas para prolongar a resisténcia. Estratégias de
manejo como podas de limpeza ou aplicagbes de fungicidas que reduzam a exposi¢édo da
cultivar a grandes populacBes do patdégeno (pressdo de indculo), prolongam sua vida Util
(AGRIQOS, 2005). Vérios estudos foram desenvolvidos em diversas culturas com o objetivo de
comparar 0 comportamento de cultivares frente aos principais patdgenos, como por exemplo:
maga inoculada com C. acutatum (BIGGS; MILLER, 2001), melancia (Citrulus lanatus L.) e
mel&o (Cucumis melo L.) inoculados com C. orbicularie ((Berk. & Mont.) Arx (REGO et dl.,
1995), mandioca (Manihot esculenta Crantz) inoculada com C. gloeosporioides f.sp.
manihotis (Henn.) Penn. (FOKUNANG et a., 2002), cafeeiro (Coffea arabica L.) inoculado
com C. kahawae Waller & Bridge (OMONDI et al., 2000), pimentdo (Capsicum annum L.)
(HALFELD-VIEIRA et a., 2004) e cebola (Allium cepa L.) inoculados com C.
gloeosporioides (FILHO, 2005), dentre outros patossi stemas.

O melhoramento de cultivares visando resisténcia a doencas € uma caracteristica
desgjavel para a manutencdo da producdo das flores na presenca de doencas (FUKUI et al.,
1998) em diversas culturas ornamentais. Entretanto, poucos trabal hos de resposta de cultivares
de espécies ornamentais foram desenvolvidos, apesar da importancia desses conhecimentos.
Foi observado que em bastdo do imperador, as cultivares “Red Torch” e “Pink Torch” sdo
mais suscetiveis a antracnose do que a cultivar Porcelain (LINS; COELHO, 2003).

A suscetibilidade das plantas a doencas varia de acordo com seu estadio de
desenvolvimento. De acordo com Agrios (2005), existem trés padrfes de comportamento: em
algumas plantas infectadas por bactérias, virus e fungos causadores de mildio, ferrugem sdo

suscetiveis apenas no periodo de desenvolvimento e se tornam resistentes no final do
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amadurecimento; outras plantas sdo resistentes quando muito jovens, tornam-se suscetiveis e
no final do crescimento se comportam como resistentes quando totalmente desenvolvidas; e
outro tipo é observado na maioria dos frutos que sdo resistentes quando estdo em
desenvolvimento e tornam-se suscetiveis quando maduros a maioria dos patdgenos de pos-
colheita como Botrytis, Glomerella, Monilinia e Penicillium.

Em plantas de lentilha (Lens culinaris Medik.) com apenas duas semanas de idade o
periodo de incubacéo de C. truncatum (Schw.) Andrus & Moore foi maior do que em plantas
com guatro semanas de idade nos trés gendtipos avaliados. O numero de lesdes por ramo e a
severidade da doenca aumentou com a idade das plantas (CHONGO; BERNIER, 2000).
Plantas de pimentdo em diferentes idades de desenvolvimento reagiram de maneira diferente
guando inoculadas com C. coccodes (Wallr.) Hughes através de pulverizagdo. No estadio de
duas folhas, as plantas morreram quando inoculadas com C. coccodes, enquanto que em
plantas no estdgio de oito folhas foi verificada apenas a formacdo de lesdes pequenas e
circulares (HONG; HWANG, 1998).

Escalas diagraméaticas

As principais formas de avaliagdo de doencas séo a incidéncia e a severidade. A
primeira refere-se a proporcéo (%) do numero de plantas doentes, ou de suas partes como
folhas e frutos, em relagdo ao total de plantas avaliadas; e a segunda esta relacionada com a
proporc¢do de &rea ou quantidade de tecido vegetal doente em relacdo ao total de érea analisada
(AGRIOS, 2005). A utilizacgo da incidéncia é rgpida e fécil, sendo bastante empregada em
estudos epidemiol 6gicos de disseminagdo de doengas em campo e quando uma unica lesdo
acarreta perda. Para algumas doencas a incidéncia esta diretamente relacionada com a
severidade, como em podriddes e murchas. No caso de doencas foliares, por exemplo, a
incidéncia da doenca pode apresentar pouca relagdo com a severidade, uma vez que na folha
pode ter uma ou dezenas de lesdes. A severidade é geralmente expressa como a porcentagem
ou proporcdo de area afetada pelo patdgeno, sendo uma medida mais laboriosa e que exige
maior conhecimento da doenca (VALE et al., 2004; AGRIOS, 2005).

Os métodos mais freqlientemente utilizados para a quantificacdo de doencas sdo:
escalas descritivas, escalas diagraméticas, contagem de lesbes, e relacdo incidéncia
severidade. As escalas descritivas classificam a intensidade da doenca e sdo muito utilizadas
principalmente para avaliar a resisténcia de plantas a doencas. Ja as escalas diagraméticas
representam os sintomas tipicos da doenca em diferentes intensidades. O principal objetivo
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deste tipo de escala é padronizar as avaliaces e eiminar a subjetividade dos avaliadores,
sendo que o desenvolvimento de programas computacionais possibilita que as escalas
formul adas sejam mais acuradas e precisas (VALE et al., 2004).

Os seguintes aspectos devem ser considerados durante a elaboragcdo de escalas
diagramaticas: a) os limites inferior e superior da escala devem corresponder,
respectivamente, as quantidades de doenca minima e maxima encontradas no campo; b) a
representacdo dos sintomas deve ser préxima do observado na planta; c) os niveis
intermedi&rios devem seguir as limitagcBes da acuidade visual humana, definidas pela “lei de
estimul o-resposta de Weber-Fechner”; e d) a vista humana visualiza tecido doente para niveis
de severidade abaixo de 50% e tecido sadio para niveis de severidade superiores a 50%
(BERGAMIN FILHO; AMORIM, 1996). O sucesso do uso de escalas diagraméticas, medido
pelas precisdo e acuracia na estimativa da severidade da doenca, também depende da
experiéncia e da percepcao individual de cada avaliador. Antes que uma escala sgja utilizada
como método de avaliacdo padrdo, ela deve ser validada por avaliadores experientes (LEITE;
AMORIM, 2002) e inexperientes.

Poucos estudos de quantificacdo de doenca foram conduzidos em espécies de interesse
ornamental. No Brasil, apenas um estudo de elaboracdo de escala diagramética para a
avaliacdo da ferrugem do crisantemo (Chrysanthemum spp.) causada por Puccinia horiana
Henn. (BARBOSA et al., 2006) foi realizado.

Sabe-se que o cultivo de flores tropicais tem sido expandido, em varios estados do
Nordeste do Brasil, pela grande aceitagdo desses produtos pelo mercado consumidor e a
perspectiva de um agronegocio de elevado retorno econémico. As condicbes climaticas de
temperatura e umidade relativa da maioria das regifes produtoras séo favoraveis a ocorréncia
de problemas fitossanitérios, dentre eles a antracnose. Entretanto, verifica-se a caréncia de
conhecimentos sobre a variabilidade morfoldgica e molecular e a patogenicidade cruzada de
isolados de Colletotrichum provenientes de plantas ornamentais tropicais. Além disso, existe a
falta de padronizacéo para avaliacéo de severidade da antrachose em bastédo do imperador e 0
desconhecimento do comportamento de cultivares de antdrio quando inoculadas com C.
gloeosporioides. Portanto, 0s objetivos dessa pesquisa foram: a) Caracterizar através de
morfologia, producdo de exoenzimas, patogenicidade e andlise molecular os isolados
provenientes de inflorescéncias de plantas ornamentais tropicais; b) Elaborar uma escala
diagramética para avaliacéo da severidade da antracnose em bastéo do imperador; ¢) Avaliar o
comportamento de cultivares de antirio em diferentes fases de desenvolvimento e o efeito da
quantidade de pontos de inoculacéo quando infectadas com C. gloeosporioides.
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Titulo: Caracterizacdo d€olletotrichumde inflorescéncias de plantas tropicais

Trinta e sete isolados do généZolletotrichum,obtidos de espécies de flores tropicais
no Nordeste do Brasil, foram caracterizados quambts padrées morfolégicos,
exoenzimaticos, de agressividade e moleculares paidentificacdo da espécie;
analisados quanto a diversidade genética da pdmlagr meio de AP-PCR. Todos os
isolados produziram conidios hialinos, unicelularesos e cilindricos e apressorios de
coloragcdo marrom escuro e formato variavel. A @jao das colbnias variou de branco
a cinza escuro. Todos os isolados produziram asnaszamilolitica, lipolitica e
proteolitica em meios de cultura especificos. Aesgividade dos isolados foi muito
variavel. Seis isolados de anturio e quatro isdatm heliconia ndo foram patogénicos
quando inoculados nas respectivas hospedeiras,o sgueé todos os isolados
provenientes de bastdo do imperador foram patog&nisiguns isolados de anturio,
bastdo do imperador, helicbnia e musa foram patcg€mguando em inoculacdes
cruzadas. O DNA da maioria dos isolados foi anmgadio com um par de
oligonucleotideos especificos para a esp€cigloeosporioideszonfirmando os dados

obtidos através das caracteristicas morfoldgicasza banda fraca, mas com o tamanho
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esperado, foi verificada para o isolado Cg 6, entpuaenhum produto de amplificacado
foi obtido quando se utilizou o DNA dos isolados2@ e C 35 como molde. A
variabilidade dos 37 isolados @elletotrichumfoi realizada com trés oligonucleotideos
arbitrarios.

Palavras-chavesAnthurium andraeanumantracnose, AP-PCREtlingera elatior,

Heliconiaspp, ITS.

INTRODUCAO

A floricultura tropical é uma atividade em ascenséd3rasil visto que as flores
tropicais apresentam diversas caracteristicas, atumabilidade, beleza e diversidade
de cores e formatos, que propiciam grande aceitpem mercado consumidor e
elevado potencial de crescimento do setor no mernadional e internacional (Loges
et al, 2005).

As condicbes ambientais de temperatura e umidddgvee predominantes na
regido Nordeste do Brasil sdo bastante favorawees @ cultivo das diversas espécies de
plantas tropicais durante o ano todo (Warurabwl, 2004). Essas condi¢cdes também
propiciam a ocorréncia de doencas causadas p, Wiagtérias, nematoides e fungos,
que diminuem em quantidade e qualidade a produggmathtas ornamentais tropicais.
As doencgas fungicas ocorrem em maior quantidadeegiéncia, podendo afetar
inflorescéncias, flores, folhas, pseudocaulesmia®e raizes, tornando-se mais severas
sob condi¢des de estresse hidrico ou nutriciondlodpedeiro (Warumbgt al, 2004).

No Brasil, a antracnose destaca-se das demaisak@mygicas em plantas ornamentais
por afetar varias espécies importantes cémihuriumandraeanum(Pittaet al, 1990),
Etlingera elatior Tapeinochilos ananassaéieliconia stricta H. psittacorumx H.
sphathocircinatacv. Golden TorchH. bihai (Lins & Coelho, 2004) &1. chartaceacv.

Sex Pink (Barguikt al, 2005) eCalathea burle-maxXAlmeidaet al, 2006). Segundo
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esses autores, o fungoolletotrichum gloeosporioidesem sido associado a esses
hospedeiros através de caracterizacdo morfologice @atogenicidade. Entretanto,
sabe-se que para uma melhor caracterizacao dasessgéColletotrichumé necessaria
uma integracdo de caracteristicas culturais e nigiftas, patogenicidade e gama de
hospedeiros, uma vez que este fungo apresentaegvandbilidade (Sutton, 1980).

As técnicas moleculares vém contribuindo para atifieacdo de algumas
espécies d€olletotrichum.Véarios trabalhos tém utilizado a amplificacdo esijiEa da
regido ITS do DNA ribossomal para confirmacdo deéems. Ja existem
oligonucleotideos especificos para a identificad@€. acutatumC. gloeosporioideg
C. fragarie O uso de marcadores moleculares como AFLP, AP;RIeRtre outros,
vém sendo utilizados para estudos de variabilidgéeética de isolados de
Colletotrichumprovenientes de diversas fruteiras (Freeman & iShaB6; Perest al,
2002; Xiaoet al, 2004; Talhinhast al, 2005), de feijoeiro Rhaseolus vulgar)s
(Sicard et al, 1997), lupino ornamentalipinus spp.) (Talhinhaset al, 2002) e
Stylosanthesp. (Weed®t al, 2003), dentre outras espécies. Embora a ansas®a
considerada um fator limitante a producdo de ptantaamentais tropicais no Brasil,
nao existe nenhum estudo sobre a patogenicidadevexsidade genética de isolados de
Colletotrichumprovenientes dessas culturas.

Diante da falta de informagBes sobre as caratitads de isolados de
Colletrotrichum obtidos em hastes florais de plantas tropicais rasiB o presente
trabalho teve como objetivo caracterizar isoladoantp a morfologia, producédo de

exoenzimas, agressividade e por biologia molecular.

MATERIAL E METODOS

Obtencg&o e manutencéo dos isolados
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Os isolados d€olletotrichumsp. foram obtidos de lesGes em inflorescéncias de
heliconia Heliconiaspp.), bastdo do imperaddt. (elation, antdrio Anthuriumspp.) e
de musa Nlusa coccinepn provenientes de municipios dos estados de Pewamb
Ceara e Paraiba, situados na regido Nordeste cil,Bmatre os meses de fevereiro a
outubro de 2005 (Tabela 1). O material coletadaefmaminhado ao laboratério, onde
os fragmentos de tecido provenientes de lesbedndateas foram desinfestados com
hipoclorito de soédio (1,5%), em seguida lavadossduazes em &agua destilada
esterilizada (ADE), e colocados em placas de Retitendo meio de cultura batata-
dextrose-agar (BDA). Para cada isolado foram obtaldturas puras através de cultivo
monosporico, sendo a seguir repicados para tubendaio contendo meio BDA e
mantidos a 4°C em refrigerador.

Identificacdo morfologica dos isolados

A avaliacdo morfolégica foi feita com base no tahwardos conidios e
apressorios, empregando-se a técnica da microgujtug consistiu na deposicdo de um
bloco de &gar (1 cfh contendo estruturas do fungo sobre uma laminaberta com
laminula, sendo esse conjunto apoiado em supordde disposto em papel de filtro
umedecido em ADE, no interior de placas de Petrer(dtes & Assis, 2004). As
culturas foram mantidas em BOD sob luz continuengperatura de 25°C, durante sete
dias, quando as laminulas foram removidas, coreai@sazul de Amann e observadas
com o auxilio de microscopio Optico. Cada isolagicafvaliado através da medicdo do
comprimento (C) e largura (L) de 50 conidios e sgid0s

Os isolados também foram avaliados quanto as eaistatas culturais, sendo
cultivados em meio BDA, sob regime de alternangraihosa, durante sete dias, com
trés repeticdes. Observou-se a coloracdo das eslapios o periodo de incubacéo.

Producédo de enzimas extracelulares em meio sélido
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Para as atividades amilolitica e proteolitica ogomde cultura foram preparados
de acordo com os protocolos descritos por Hankinagnostakis (1975) e para a
atividade lipolitica de acordo com Paterson e BriltP94). Discos de meio de cultura
contendo estruturas do patdgeno, com sete diadade ie 0,5 cm de diametro, foram
transferidos para o centro de placas de Petri ndote meio de cultura especifico a
cada atividade. As avaliacbes foram realizadas spiésdias de incubacdo medindo-se,
em centimetros, o halo formado para a atividad#itipa ou o diametro da coldnia para
as atividades amilolitica e proteolitica. Cada #lamonsistiu em uma unidade
experimental, sendo utilizadas cinco repeti¢des.
Agressividade dos isolados

O teste de patogenicidade foi realizado em hagtesd de anturio, bastdo do
imperador e helicbnia no ponto de colheita comkrpbcedentes do municipio de
Paulista-PE. As hastes foram desinfestadas eméasolle hipoclorito de soédio (1,5%)
por um minuto, lavadas duas vezes em ADE e deixselear a temperatura de 25°C.
Todos os isolados foram inoculados em bracteasntigi@ (cv. Eidibel), bastdo do
imperador (cv. Red Torch) e heliconk. (rostratg. O método de inoculagéo consistiu
na deposicdo de um disco de meio de cultura cootesttuturas do patdégeno sobre
ferimentos artificiais feitos com estilete nas beas florais, atravessando o tecido da
bractea. As hastes inoculadas foram acondicionatassacos plasticos contendo
chumaco de algodao umedecido em ADE, assim permade@or 48 horas a 25°C e
alternancia luminosa. A unidade experimental coinste uma bractea em heliconia e
em bastdo do imperador, e uma espadice em angimigregando-se seis repeticdes. A
avaliacdo foi realizada pela medi¢do do comprimentia largura, obtendo-se a média
em centimetros, das les6es ap6s quatro dias pamoca@ bastdo do imperador e aos

cinco dias em heliconias.
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O delineamento experimental utilizado nos experiomende morfologia,
exoenzimas e agressividade foi inteiramente casmgddi As meédias obtidas nesses
ensaios foram submetidas a analise de varianmanparadas pelo teste de Skott-Knott
(P< 5%)).

Identificacdo dos isolados deColletotrichum e estudo de variabilidade mediante
AP-PCR

Os 37 isolados d€olletotrichumforam cultivados em meio BDA a &5, com
fotoperiodo de 12 h. Apos sete dias, cerca de 5@eangpicélio aéreo do fungo foram
transferidos para microtubos de 1,5 ml com auxitie estilete flambado e
imediatamente congelados em Nquido. Para a extragdo do DNA gendmico foi
utilizado o protocolo CTAB (cationic hexadecyl tethyl ammonium bromide)
segundo Ferreira & Grattapaglia (1998) com modifies. O tecido congelado foi
macerado em Nliquido. Apés maceracao foram adicionados @Q0de tampéo de
extragcdo (20 mM Tris-HCI, pH 8,0; 0,7 M NaCl, 10 mEDTA, CTAB 1% ep-
mercaptoetanol 1%), seguido de agitacdo em vomexX3p segundos. Os tubos foram
incubados a 6% durante 30 min, sendo agitados a intervalos oen5e, em seguida,
resfriados a temperatura ambiente. Decorridos 1% foram adicionados 600L de
CIA (cloroférmio-alcool isoamilico, 24:1) e os tubdoram agitados por inversao,
durante 5 min, até a obtencédo de uma emulsdo har@agéeguido de centrifugacéo a
12.000 rpm por 5 min a°€. A fase aquosa foi transferida para novos mibadyaos
quais foram adicionados @ de solugcéo de precipitacéo (10% CTAB e 1,4 M NaCl
Novamente, misturou-se por inversdo durante 5 miacmescentou-se 600L de
isopropanol a -2, seguindo-se a centrifugacdo a 12.000 rpm porrbar®C. O
precipitado foi lavado e centrifugado duas vezea 800uL de etanol absoluto a 4°C

por 5 min e entdo lavado mais uma vez com 30Q0de etanol 70% gelado e
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centrifugado por 5 min. Os tubos foram secadosnpéeatura ambiente por 30 min. O
precipitado foi ressuspendido em 10D de tampao TE (Tris-EDTA) e as amostras
armazenadas a -20.

A concentracdo de DNA nas amostras foi estimadayeinde agarose (0,8%)
corado com brometo de etidio, pela comparacdo coluc@s de DNA de
concentracdes conhecidas.

Foram utilizados os oligonucleotideos Calnt2 (5" &&EAAGCCTCTCGCGG-
3"), especifico para. acutatume Cgint (5-GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG-3),
especifico para&. gloeosporioidesem conjunto com o oligonucleotideo ITS4, para
diagndstico baseado em PCR para amplificacdo daord@fS do DNA ribossomal
(Brown et al, 1996). As PCRs foram realizadas em volume w#aP5ulL, contendo
2,5uL de tampéo 10X (KCIl 100 mM; Tris-HCI 100 mM pH 9riton-X 1%), 2,0uL
de dNTPs 2,5mM, 2,QL de MgChL 25 mM, 1uL de cada oligonucleotideo 40/, 1U
da DNA Taq Polimerase, (1L de DNA (10 a 100 ng¢ 16,5uL de agua ultrapura. As
condicbes de amplificacdo foram as seguintes: wh de desnaturacédo inicial por 2
min a 94°C; 30 ciclos de desnaturacao por 1 miP&;9anelamento por 1 min a 51°C e
extensdo por 1 min a 72°C. Apds a amplificacagrodutos foram separados em gel de
agarose a 1,2% em tampao TBE (Tris-Borato, EDTAN),pH 8,0) a 80V por 2 h,
corados com brometo de etidio, visualizados solbllsavioleta e fotografados.

Para andlise de PCR com oligonucleotideos arlugrafAP-PCR) foram
utilizados trés oligonucleotideos derivados de adwees microsatélites: (GACAL;)
(GACA), e (CAG). Foram usadas temperaturas de anelamento de 48%C og
oligonucleotideos (GACAG)e (GACA), e de 60°C para (CAg)As PCRs foram
realizadas em volume total de gQ, contendo 2uL de tampé&o 10X (KCI 100 mM;

Tris-HCI 100 mM pH 9,0; Triton-X 1%), 1,6L de MgChk 25 mM, 2,0uL de dNTPs
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2,5 mM, 2uL do oligonucleotideo correspondente, 1u da DNA Palimerase, LL de
DNA (10 a 100 ng) d€olletotrichume 10,5uL de &gua ultrapura. As condi¢des de
amplificacédo foram as seguintes: um ciclo de desaafo inicial por 5 min a 95°C; 30
ciclos de 30 seg a 95°C; 30 seg com a temperaguaaelamento apropriada, 1 min e 30
seg a 72°C; e uma extensao final por 5 min a 72f€e(naret al, 1996).

Os produtos das amplificacbes foram tratados coesordo anteriormente. As
imagens eletronicas dos geéis foram arquivadas peasterior analise. Foi construida
uma matriz binaria com base na presenca ou ausémdiandas. A matriz foi analisada
para similaridade de bandas usando o método dgpayganto UPGMA (unweighted
pair-group method with arithmetic average) e cadalcom o coeficiente de Nei & Li

usando o programa MVSP v.3.13 (Kovach ComputingiSes, Pentraeth, Wales, UK).

RESULTADOS

Caracteristicas morfologicas dos isolados

Todos os isolados produziram conidios hialinosgelalares, retos e cilindricos.
Os valores médios obtidos através da medida do ropto dos conidios variou de
10,4 a 17,6um e do largura de 3,2 a 4pn (Tabela 2). A maioria dos isolados
produziu apressorios de coloracdo marrom escuoongato bastante variavel, clavados
ou irregulares. O comprimento médio dos apress@i®u de 6,6 a 14,3m e da
largura de 3,2 a 7,am (Tabela 2). Apenas os isolados Cg 8, Cg 19 e (a8
produziram apressorios. Foi observada a formac&etds de coloracdo marrom escuro
em meio de cultura pelos isolados Cg 3, Cg 6 e £gAlcoloracao das colonias em
meio de cultura variou de branco a cinza escurm poedominancia de branco e

branco-acinzentado. Pelas caracteristicas obsexrvattalos os isolados foram
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classificados como sendcolletotrichum gloeosporioidegxceto os isolados C 23 e C
35 que pertencem ao gén&olletotrichum
Producao de enzimas extracelulares em meio solido

Todos os isolados apresentaram atividade amdalitipolitica e proteolitica
detectadas através das reacbes nos meios especfiiabdela 3). Na atividade
amilolitica o diametro da col6nia variou de 3,08,%1 cm, sendo observada a formacao
de quatro grupos com 3, 8, 11 e 15 isolados. Papmléica o halo formado variou de
0,26 a 1,09 cm, onde foram formados apenas trggogrecom 2, 11 e 24 isolados. Na
proteolitica o diametro da col6nia ficou entre 3¢67,71 cm, resultando na formacé&o de
sete gruposcom 1, 2, 2,2, 7,12 e 11 isolados.
Agressividade dos isolados

A agressividade dos isolados foi muito variavealq@la 3). Dentre os dez
isolados de anturio avaliados, seis nao foram gaiogs quando inoculados em anturio
(Cg 4, Cg 6, Cg 8, Cg 9, C 23, C 35). Os isoladatmgenicos formaram lesdes que
variaram entre 0,51 e 0,61 cm. Os diametros ddsedetormadas pelos isolados de
helicnia variaram de 0,55 a 0,90 cm, entretan&drqusolados de heliconia (Cg 3, Cg
18, Cg 19, Cg 33) nao foram patogénicos quandoocalados. Porém, todos os
isolados provenientes de bastdo do imperador fgrarngénicos quando inoculados
nesse hospedeiro, com o didametro da lesdo enBe2.311 cm entre os isolados. Com
as inoculacdes cruzadas, alguns isolados de anha&do do imperador, helicbnia e
musa foram patogénicos a duas ou trés dessas ort@asnecomo por exemplo, o
isolado Cg 29 proveniente de anturio que foi paia@éem bastdo do imperador e
helicbnia. Os isolados Cg 4 e Cg 32 provenientdsetiednia e musa, respectivamente,
nao causaram lesdo em nenhuma das ornamentaesdasgali

Identificacdo dos isolados com primers especificesvariabilidade com AP-PCR
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Em testes de PCR com o oligonucleotideo Cgint,ecdfpo para C.
gloeosporioides usado em conjunto com o oligonucleotideo ITS4, isdados
produziram um fragmento de 450 pb correspondengspéecieC. gloeosporioides
juntamente com o controle positivo (Figura 1). M@ove amplificacdo para o controle
negativo identificado com@. acutatumPara nenhum isolado houve a amplificacdo do
fragmento de 490 pb correspondente. acutatumNas analises realizadas, a banda de
450 pb gerada para o isolado Cg 6 apresentou iingemasidade, enquanto que para 0s
isolados C 23 e C 35 nao houve amplificacdo comhumandos oligonucleotideos
especificos, ou seja, nem p&ragloeosporioidesnem pardC. acutatum

A caracterizacdo molecular dos 37 isolado€d#etotrichumfoi realizada com
trés oligonucleotideos arbitrarios. Trinta locos -RER foram identificados nos
isolados estudados, considerando todas as banddspendente da intensidade,
incluidas no intervalo de 400 a 1600 pb. Excluisdcas bandas de intensidade fraca,
foi possivel analisar 24 bandas (locos) (Figura 2).

N&o foi possivel estabelecer uma relacdo do mrfilandas entre os isolados de
mesma origem geografica, e/ou de mesma espécieedmisp A analise de
agrupamento revelou a existéncia de trés grupossguepetiram quando se analisou
todos os locos em conjunto, correspondendo aospagrentos obtidos com cada
oligonucleotideo em separado (dados ndo mostrattad®pendente de suas origens
geograficas ou de hospedeiro, os isolados Cg 24C¢g 15, Cg 16, Cg 32, Cg 37 e
Cg 38 apresentaram o mesmo perfil de bandas par&ssligonucleotideos testados
(Figura 2), sendo arranjados no grupo Il (Figura@G)mesmo foi observado para os
isolados Cg 6, C 23 e C 35 (grupo |). Porém, a@smados foram obtidos da mesma

espécie hospedeira (anturio).
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O oligonucleotideo (GACAG)foi aquele que gerou menos bandas polimorficas.
Cerca de metade dos isolados (51,1%) apresentoasmnaperfil de bandas, 29,7%
apresentaram um segundo padrdo, os quais fazeengsatolados 2, 14, 15, 16, 32, 37
e 38, enquanto que os demais isolados (18,9%)redelds 6, 23 e 35 se enquadraram
em padrées distintos. O oligonucleotideo (GA¢AMbdividiu os isolados em oito
grupos distintos, com uma meédia de quatro isolgoms grupo (Figura 2). Ja o
oligonucleotideo (CAG) foi aquele que propiciou 0 maior numero de bandas

polimorficas, onde quase metade dos isolados agimsperfis Unicos de banda.

DISCUSSAO

Neste estudo foi analisada a diversidade de 3%@desl deColletotrichum
gloeosporioide® 2 isolados d€olletotrichumsp. coletados em hastes florais de quatro
espécies tropicais (anturio, bastdo do imperadelicdnia e musa) nos estados do
Cearda, Paraiba e Pernambuco. As medidas de tanuEnlconidios e apressorios, e
coloracdo de colbnia para todos os isolados estsdestdo de acordo com o descrito
paraC. gloeosporioidegSutton, 1980). Em concordancia com a analise otagica, a
utilizacdo de PCR com oligonucleotideos espécieaBpos capazes de amplificar uma
regido do DNA nuclear ribossomal foi util na idéinicdo deC. gloeosporioidesomo
agente causal da antracnose, confirmando resultatdisios com 0S mesmos
oligonucleotideos para espécies @wlletotrichum de outras hospedeiras, como
mandioca (Abrangt al, 2006), oliveira (Talhinhast al, 2005) e lupinos (Talhinha
al., 2002).

Embora o DNA dos isolados C 23 e C 35 néo tenhdmanplificados com os
oligonucleotideos especificos, foram identificadper meio das caracteristicas

morfolégicas como pertencentes ao gér@obietotrichum A auséncia de banda apos a
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amplificacdo utilizando o oligonucleotideo Cgint fai relatada para isolados
provenientes de maracuja (Afanador-Katitral, 2003) e mangueira (Serra, 2006), mas
identificados pelas caracteristicas morfolégicamad. gloeosporioidesDevido a
natureza variavel das regides intergénicas, exsiossibilidade de que mutacdes
tenham ocorrido nas posicbes de anelamento dosnaliteotideos, impedindo a
amplificacdo do fragmento desejado.

De acordo com Baileyet al (1992) todas as espécies @elletotrichum
produzem uma faixa ampla de enzimas, capazes tleides componentes estruturais
dos tecidos da planta, acarretando morte celulautilzacdo de meios de cultura
contendo substratos especificos para verificacdoraucdo de determinadas enzimas
pelo fungo é uma metodologia que pode favoreceifexedciacdo inter ou intra-
especifica de isolados de fungos fitopatogénicogen@des & Assis, 2004). Neste
trabalho todos os isolados foram capazes de pnmodazimas extracelulares em meio
sélido. Resultados semelhantes foram observados@ados deC. gloeosporioides
provenientes de fruteiras tropicais (Lima Fiktoal, 2003) e em isolados d& musae
(Couto et al, 2002). Algumas vezes é possivel verificar cag@&b positiva entre a
producdo de determinada enzima e a agressividaglésdiados, conforme observado
por Coutoet al (2002). No presente estudo, entretanto, nenhwnalacdo entre a
producdo enzimatica dos isolados e o tamanho dasdgdde ser verificada.

Alguns isolados provenientes de antario, bastaingmerador e helicbnia ndo
foram patogénicos em seus hospedeiros de origese Esmportamento pode ser
devido ao habito endofitico ou perda de patogeailed Xiaoet al. (2004) observaram
que nove isolados provenientes de morango causasasintomas tipicos da doenca
quando inoculados no hospedeiro de origem, contecé® de um isolado. Resultados

semelhantes foram obtidos por Chakrabettyl (2002) onde 10% dos isolados @e
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gloeosporioides avaliados foram pouco ou muito pouco agressivos @&nto
diferenciadoras d&tylosanthespp. Nos testes de patogenicidade aqui realizédos
observado a capacidade de alguns isolados infettangras plantas ornamentais,
sugerindo a possibilidade de ocorréncia de infecg@iezadas naturais. Resultados
semelhantes foram obtidos por Abastgal (2006) ao observarem infeccdo cruzada
entre isolados de€. gloeosporioidesoriginarios de mandioca, apds inoculacdo em
mamao, abacate e manga, induzindo sintomas moder@® mesmos isolados nao
foram capazes de causar sintomas em citrus. A ickokecde um isolado causar doenca
em outro hospedeiro pode estar relacionada comaatigade de inoculo utilizado
(Alahakoonet al., 1994).

Andlises de AP-PCR tém sido utilizadas na difel@gém de isolados de
Colletotrichumde abacate e améndoas (Freemiaal, 1996) e em oliveira (Talhinhas
et al, 2005), dentre outras hospedeiras. Entretantbsedém conhecimento do uso do
marcador AP-PCR no estudo da variabilidadeCadetotrichumsp. provenientes de
plantas ornamentais. Os marcadores AP-PCR dividimmpopulacdo deC.
gloeosporioidesem trés grupos (I, Il e lll), de acordo com osrpad de bandas
gerados, sendo cada grupo foi representado paa der@/3 dos isolados, evidenciando
a variabilidade existente entre os isolados.

Poderia se esperar que houvesse algum tipo deagépaentre os isolados
amostrados no presente estudo, seja por origenrd@ag seja por hospedeiro de
origem. Isolados coletados de diferentes hospesie@ippesentaram perfis de bandas
semelhantes, o que permitiu serem distribuidos Bmmesmo grupo (Figura 3). A
auséncia de relacdo entre agrupamento genéticotogepécidade observado neste
estudo também foi observada em mandioca (Aketngl, 2006) eStylosanthessp.

(Weedset al, 2003) com o mesmo patdégeno. Da mesma formadeslde origens
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geogréficas distintas, também apresentaram o mesi@o de bandas na AP-PCR.
Isolados provenientes de municipios como Aldeiadifta no estado de Pernambuco,
distantes cerca de 800 km dos municipios de FadateGuaramiranga no estado do
Ceard, apresentaram perfis de bandas similareariAbilidade aqui observada pode
estar relacionada com a inespecificidade dos isslague também foi encontrada em
isolados de maracuja coletados na Colémbia (Afamkdéuri et al, 2003). E possivel
também que isolados com padrdes similares de baedasmportem de forma diferente
na patogenicidade (Xiagt al, 2004).

A analise genética da populacdo pode contribuia parentendimento do
potencial evolutivo deC. gloeosporioides possibilitando o desenvolvimento de
estratégias de manejo de controle apropriadasbilcsgueC. gloeosporioide$ um
fungo de limitada dispersdo a longas distanciaseeagmaterial vegetal infectado é a
principal via de dispersdo (Agrios, 2005). Portamtdere-se que a troca de material
vegetal infectado dentre e entre estados posseesgonsavel pela disseminacdo de
isolados desse patdgeno, como pode ser evidenpel@odistribuicdo dos isolados
analisados. O provavel movimento de individuoseenégides contribui para a nao
correlacéo entre distancia genética e geografefargando a ocorréncia do fluxo do
patogeno via material vegetal infectado, onde ormepadréo de formacéo de banda

pbde ser encontrado em municipios geograficamesiizntes.
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Tabela 1 — Origem dos isolados d€olletotrichum de inflorescéncias de plantas

tropicais.
Isolado Origem
Hospedeiro Cidade Estado
Cgl H. dimitri Alhandra Paraiba
Cg2 H. chartacea  Alhandra Paraiba
Cg3 H. psitacorum  Alhandra Paraiba
Cg 4 Anthuriumsp. Guaiuba Ceara
Cg5 H. bihai Guaiuba Ceara
Cgb6 Anthuriumsp. Fortaleza Ceara
Cg7 E. elatior Fortaleza Ceara
Cg8 A.andraeanum Guaramiranga  Ceara
Cg9 A.andraeanum Guaramiranga Ceara
Cg 10 E. elatior Guaramiranga Cearéa
Cg 12 H. chartacea  Primavera  Pernambuco
Cg 14 E. elatior Abreu e Lima Pernambuco
Cg 15 E. elatior Ribeirdo Pernambuco
Cg 16 M. coccinea Ribeirdo Pernambuco
Cg 17 E. elatior Ribeirdo Pernambuco
Cg 18 H. bihai Ribeirdo Pernambuco
Cg 19 H. chartacea Ribeirdo Pernambuco
Cg 20 E. elatior Ribeirdo Pernambuco
Cg 21l E. elatior Ribeirdo Pernambuco
Cg 22 A.andraeanum  Igarassu Pernambuco
C 23 A.andraeanum  Igarassu Pernambuco
Cg 25 H. bihai Igarassu Pernambuco
Cg 26 H. bihai Igarassu Pernambuco
Cg 27 H. rostrata Aldeia Pernambuco
Cg 28 H. rostrata Aldeia Pernambuco
Cg 29 A.andraeanum  Aldeia Pernambuco
Cg 30 A.andraeanum  Aldeia Pernambuco
Cg31 E. elatior Aldeia Pernambuco
Cg 32 M. coccinea Paulista Pernambuco
Cg 33 H. rostrata Paulista Pernambuco
Cg 34 A.andraeanum  Paulista Pernambuco
C35 A.andraeanum  Paulista Pernambuco
Cg 36 E. elatior Paulista Pernambuco
Cg 37 E. elatior Paulista Pernambuco
Cg 38 E. elatior Sé&o Lourengco Pernambuco
Cg 39 H. bihai Paudalho Pernambuco
Cg 40 E. elatior Paudalho Pernambuco




Tabela 2 — Caracteristicas morfolégicas dos

inflorescéncias de plantas tropicais.

Isolado Morfologia
Conidios (um) Apressorios (um)
Cgl 14,5 (10-22,5) 3,2(2,5-5) 12,7 (6,2-25,0) 2 (2,5-5,0)
Cg 2 10,4 (7,5-13,7) 3,5(2,5-5) 11,0 (7,5-17,5),7 (5,0-7,5)
Cg3 13,7 (10-22,5) 3,8 (3,7-5) 7,0 (5,0-10,0) 6,2-7,5)
Cg4 16,7 (11-26,5) 3,6 (2,5-5) 10,2 (7,5-15,0)5 @,7-8,7)
Cgb 11,8 (7,5-17,5) 3,4(2,5-6,5) 10,9 (8,7-16,2$,9 (6,5-10)
Cg6 17,0 (10-36,2) 4,2 (2,5-6,2) 11,1(6,2-17,5},2 (5,0-15)
Cg7 11,7 (8,7-15,0) 4,3(2,5-5,0) 9,1 (6,2-13,7p,8 (5,0-7,5)
Cg8 11,3 (8,7-13,7) 3,8 (2,5-5,0) np np
Cg9 12,3 (6,2-21,2) 3,5(2,5-6,2) 8,9(6,2-12,5p,9 (3,7-8,7)
Cg 10 14,6 (11,2-18)  3,7(3,7)  14,3(7,5-18,7) (5/5,2)
Cg12 14,2 (7,5-25,0) 3,7 (2,5-5,0) 10,1 (7,5-13,%,3 (5,0-8,7)
Cg 14 11,7 (8,7-18,7) 4,5(2,5-5,0) 8,5 (6,2-13,75,1 (3,7-6,2)
Cg 15 10,5 (7,5-15,0) 3,5(2,5-5,0) 7,5(6,2-11,2%,3 (3,7-6,2)
Cg 16 13,5(8,7-21,2) 3,7 (2,5-5,0) 11,0 (6,2-15,®,5 (5,0-6,2)
Cg 17 15,5 (11,2-31) 4,3 (2,5-6,2) 12,5(6,2-18,7§,1 (5-11,2)
Cg 18 14,4 (8,7-22,5) 3,6 (2,5-5,0) 8,9 (6,2-13,7%,8 (5,0-7,5)
Cg 19 13,7 (8,7-23,7) 3,3 (2,5-5,0) np np
Cg 20 13,8 (10-24,0) 3,0(2,5-3,7) 7,2 (5,0-10,0%,2 (3,7-7,5)
Cg21 12,2 (7,5-16,5) 3,4 (2,5-5,0) 6,6 (5,0-10,0%,5 (3,7-7,5)
Cg 22 15,5 (7,5-23,7) 4,0(2,5-5,0)0 9,8 (6,2-12,55,0 (3,7-8,7)
C23 17,1 (13,7-32) 4,7 (3,7-5,0) np np
Cg 25 14,3 (10-23,7) 3,8(2,5-5,0) 7,4 (5,0-11,25,0 (5,0-7,5)
Cg 26 14,2 (8,7-25,0) 4,2(3,7-6,2) 8,6 (6,2-13,7%,9 (3,7-7,5)
Cg 27 12,8 (8,7-21,2) 3,9(2,5-5,0) 11,8 (8,7-17,%,7 (6,2-8,7)
Cg 28 17,6 (8,7-33,7) 3,4(2,5-5,0) 9,2 (6,2-13,7p,1 (3,7-8,7)
Cg 29 13,7 (8,7-22,5) 4,4 (2,5-6,2) 9,9 (7,5-13,76,7 (5-11,2)
Cg 30 12,3 (7,5-18,7) 3,7 (2,5-5,0) 9,5(7,5-12,5§,2 (5,0-8,7)
Cg 31 15,9 (12-23,7) 4,3 (3,7-5,0) 15,6 (12-22,%,1 (5,0-7,1)
Cg 32 12,4 (7,5-26,2) 3,2 (2,5-5,0) 8,5(6,2-12,55,6 (5,0-6,2)
Cg 33 10,7 (7,5-16,2) 2,8(2,5-3,7) 11,1 (7,5-16,5,0 (5,0-7,5)
Cg 34 12,7 (7,5-20,0) 3,5(2,5-6,2) 10,2 (6,2-17,%,7 (5,0-6,2)
C35 15,0 (11-31,2) 4,7 (3,7-6,2) 12,5(6,2-21,2§,9 (3,7-15)
Cg 36 13,2 (8,7-18,7) 3,6 (2,5-3,7) 9,6 (7,5-16,2%,6 (5,0-7,5)
Cg 37 12 (7,5-17,5) 3,5(2,5-6,2) 9,2 (6,2-12,5),1 B,7-6,2)
Cg 38 12,3 (7,5-18,6) 3,7 (2,5-5,0) 9,5(7,5-12,5§,2 (5,0-8,7)
Cg 39 16,7 (10-32,5) 4,3(3,7-6,2) 8,9 (5,0-12,5p,1 (5,0-7,5)
Cg 40 11,8 (3,7-17,5) 3,5(2,5-6,2) 9,0 (6,2-15,0%,3 (5,0-8,7)

! N&o produziu apressoério.
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Tabela 3 — Atividade de enzimas extracelulares em meiode6é agressividade de

isolados deColletotrichumem hastes florais de diferentes plantas ornansettgicais.

Isolado Enzimas em meio solido Agressividade
Amilolitica  Lipolitica  Proteolitica Antario Bastd Heliconia
Cg1l 4.05¢ 0.82 b 7.00b 0.00d 0.72 b 0.58d
Cg2 511a 0.55c¢ 6.19d 0.00d 0.77b 0.55d
Cg3 4.00c 0.81b 6.59 c 0.00d 0.55b 0.00 e
Cg4 5.23 a 0.52c 712D 0.00d 0.00d 0.00 e
Cg5 4.30c 0.36 c 6.69 c 0.63 a 0.75b 0.64c
Cg6 551a 0.28 ¢ 6.89 b 0.00d 0.38 ¢ 0.00 e
Cg7 4.69 b 0.26 c 7.29 a 0.33b 0.74 b 0.56d
Cg8 5.01a 0.38c 743 a 0.00d 0.60 b 0.55d
Cg9 414 c 0.36 c 6.47 c 0.00d 0.00d 0.57d
Cg 10 4.18c 0.27c 3.674¢ 0.00d 1.29a 0.00e
Cg12 417 c 02c 7.17Db 0.31b 0.00d 0.90 a
Cg 14 498 a 0.69 b 7.37a 0.25¢ 0.56 b 0.66 c
Cg 15 4.53 b 0.72b 7.13Db 0.00d 0.85b 0.00 e
Cg 16 410c 0.63 b 6.85b 0.00d 0.65b 0.00 e
Cg 17 3.20d 0.30c 4.57 f 0.00d l41a 0.56d
Cg 18 5.08 a 0.65b 5.76 e 0.40b 0.00d 0.00 e
Cg 19 5.07 a 1.09a 7.26a 0.65a 0.40c 0.00e
Cg 20 495 a 0.55¢ 7.19b 0.25¢c 0.38 ¢ 0.00 e
Cg21 543 a 0.47c 590e 0.00d 0.55b 0.00 e
Cg 22 5.19a 0.66 b 6.98 b 0.60 a 0.62 b 0.00e
C23 473 b 0.44c 6.66 C 0.00d 0.00d 0.62c
Cg 25 3.04d 0.51c 6.37 c 0.00d 0.00d 0.71c
Cg 26 4.77Db 0.53¢c 6.23d 0.00d 0.00d 0.68 c
Cg 27 5.28 a 0.38 ¢ 6.95b 0.56 a 0.33¢c 0.68 c
Cg 28 4.80 b 0.66 b 7.21Db 0.61a 0.54 b 0.70c
Cg 29 5.10a 0.55c¢ 7.34 a 0.63 a 0.37c 0.75b
Cg 30 515a 0.54c 7.22Db 0.51a 0.28¢ 0.65¢
Cg3l 3.10d 1.00 a 4.49 f 0.00d 135a 0.64c
Cg 32 4.27 c 0.61b 7.30a 0.00d 0.00d 0.00 e
Cg 33 4.06 c 0.50c 6.42 c 0.00d 0.62 b 0.00 e
Cg 34 4.66 b 0.36 c 7.25a 0.51a 0.00d 0.62c
C35 484 b 0.26 c 6.72 c 0.00d 0.52b 0.00 e
Cg 36 4.66 b 0.62 b 7.71a 0.00d 0.70 b 0.00 e
Cg 37 4.33c 0.44c 7.10b 0.00d 0.60 b 0.63c
Cg 38 435c 0.59 b 7.45a 0.00d 0.49b 0.00 e
Cg 39 498 a 0.26 c 7.59 a 0.65a 0.60 b 0.60d
Cg 40 4.96 a 0.46 c 7.45a 0.00d 0.66 b 0.66 c
cv (%) 7.26 23.69 3.74 45.57 41.76 18.94

! Médias com a mesma letra n&o diferem entre sitpste de Skott-Knott a 5% de probabilidade
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Fig. 1 - Produtos da amplificacdo obtidos por PCR utidm oligonucleotideos
espécie-especificos. Todos os isolados testado®i®e isolados referéncia foram
analisados com os oligonucleotideos Cgint e IT@4a Bodos os isolados foi gerado um
fragmento de 450 pb correspondente a espécigloeosporioidescom excecdo dos
isolados C 23 e C 35. Linha M: 1Kb Ladder Plusunak 06 a 40: amostra dos isolados
analisados; (+): isolado referéncia@egloeosporioidese (-): isolado referéncia de.

acutatum
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Fig. 2 - Produtos da amplificacdo obtidos por analise BER utilizando
oligonucleotideos arbitrarios (AP-PCR), com os aigcleotideos (CAG)(A e B),
(GACA)4 (C) e (GACAC) (D). Linha M: 1Kb Ladder Plus; colunas numeradas:
padroes de AP-PCR obtidos com os isolados analsado
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Fig. 3 - Dendrograma de similaridade genética dos 37adsa deColletotrichum
baseado em analise de agrupamento UPGMA de ume matsimilaridade (Nei & Li)

gerada a partir do perfil AP-PCR com trés difersemtéggonucleotideos.
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RESUMO

Barguil, B.M.; Albert, 1.C.L.; Michereff, S.J.; Oliveira, S.M.A. Elaboracdo e validacdo de
escala diagramadtica para quantificacdo da antracnose em bastdo do imperador. Summa
Phytopathologica

A antracnose em bastdo do imperador, causada por Colletotrichum gloeosporioides, encontra-
se disseminada em diversos plantios comerciais no Nordeste brasileiro. E uma importante
doenca para a cultura ocorrendo principalmente na época de colheita e de pds-colheita das
hastes florais. Apesar da importancia da doenca, inexistem estudos epidemiolégicos no Brasil
e, para que esses estudos sejam realizados, é necessdario o desenvolvimento de métodos
padronizados de quantificacio da severidade da doenca no campo. Por essa razdo, foi
elaborada uma escala diagramatica com os niveis de 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 82 € 92% de area da
brictea lesionada, testando-se a acurdcia, a precisdo e a reprodutibilidade das estimativas de
severidade da antracnose em bastdo do imperador com e sem a utilizacdo da escala. Para

validacao da escala diagramadtica, 45 bracteas com diferentes niveis de severidade da doenca,
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mensurados previamente com o programa Assess®, foram avaliadas por 10 pessoas sem e com
a utilizacdo da escala diagramdtica. Foram realizadas duas avaliagdes com utilizacdo da
escala, com intervalo de uma semana, alterando-se a seqiiéncia das bricteas a serem
avaliadas. A partir das andlises por regressao linear simples foram determinadas a acuricia e a
precisdo de cada avaliador, entre a severidade real e a estimada. Sem a escala, os avaliadores
tanto superestimaram quanto subestimaram a severidade da doenga, com tendéncia a
superestimar. Com a escala, os avaliadores obtiveram melhores niveis de acurdcia e precisao,
com os erros absolutos concentrando-se na faixa de 10%. Os avaliadores apresentaram boa
repetibilidade e elevada reprodutibilidade das estimativas com a utilizagdo da escala, o mesmo
ndo sendo verificado sem a utilizacdo desta. A escala diagramdtica proposta mostrou-se
adequada para avaliacdo da severidade da antracnose em bastdo do imperador.

Palavras-chave adicionais: Etlingera elatior, Colletotrichum gloeosporioides, quantificacdo,

severidade.

ABSTRACT

Barguil, B.M.; Albert, I.C.L.; Michereff, S.J.; Oliveira, S.M.A. Development and validation
of a diagrammatic key for anthracnose of torch ginger. Summa Phytopathologica

Anthracnose of torch ginger caused by Colletotrichum gloeosporioides occurs throughout
every commercial fields on Brazilian Northeast. It is an important disease for this crop
occurring on flowers mainly on harvest and post-harvest time. In spite of the importance of
this disease no epidemiological studies exist in Brazil and in order to perform them it is
necessary to develop standard methods to quantify disease severity in field. Hence a
diagrammatic key including the levels 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 82 and 92% of diseased bracts
area was elaborated and tested for accuracy, precision and reproducibility of the estimative of
anthracnose severity with and without using the key. The diagrammatic key was validated by

10 raters using 45 bracts with different levels of severity previously measured by the software
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Assess® for Windows with and without using the key. Two evaluations were performed with
the key at 7-day intervals when different sequences of the same leaves were visually
estimated. The accuracy and precision of each rater were determined by simple linear
regression between actual and estimated severity. Without the key, raters overestimated and
underestimate the disease severity. With the key raters obtained better levels of accuracy and
precision, with absolute errors concentrated around 10%. Raters showed good repeatability
and high reproducibility of estimative by using the key compared to the no use of it. The
proposed diagrammatic key is suitable for the evaluation of severity of anthracnose of torch
ginger.

Additional keywords: Etlingera elatior, Colletotrichum gloeosporioides, assessment, severity.

O bastdo do imperador [Etlingera elatior (Jack) Smith] € uma espécie vegetal com
elevado valor ornamental, que possui hdbito herbaceo, rizomatoso, porte ereto, em touceiras
que podem atingir de dois a quatro metros de altura. Apresenta inflorescéncias grandes,
sustentadas por hastes que medem entre 1,0 e 1,5 metro de altura, com coloracdo vermelha
(cv. Red Torch), rosa (cv. Pink Torch) ou rosa-claro (cv. Porcelain) (11). Em Pernambuco, a
qualidade das inflorescéncias pode ser seriamente comprometida devido a ocorréncia da
antracnose, causada por Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Sacc. (10, 19). Os sintomas
tipicos da doencga sdo lesdes encharcadas, deprimidas e com formato eliptico, seguidas de
necrose de coloracdo escura, geralmente ocorrendo nas bricteas florais mais externas e,
posteriormente, nas mais internas (10).

Estudos envolvendo epidemiologia de doencas em culturas ornamentais tropicais sao
inexistentes, talvez porque o setor ndo apresentava lugar de destaque nas exportacdes
brasileiras. No entanto, nos ultimos cinco anos a floricultura nacional vem assumindo posi¢cao
de destaque, cujas exportagcdes podem alcancar a marca de US$ 80 milhdes em 2007 (6). Para

a realizacdo de estudos epidemioldgicos e de comparacdo de estratégias de controle, é
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necessario o desenvolvimento de métodos padronizados de quantificacdo da severidade da
doenca. Considerando que a antracnose do bastdo do imperador é uma mancha nas brécteas,
sua intensidade € melhor expressa pela determinagdo da severidade, ou seja, porcentagem ou
proporcao de drea da bractea lesionada.

A severidade de doencas é geralmente estimada visualmente. Para auxiliar o avaliador
e minimizar a subjetividade da estimativa, o uso de escalas diagramaiticas tem sido uma
ferramenta bastante ttil. Uma escala diagramadtica € a representacao ilustrada de uma série de
plantas, ou partes de plantas, com sintomas em diferentes niveis de severidade da doenga,
devendo ser de facil utilizacdo, aplicidvel em vérias condi¢cdes e com resultados reproduziveis
(2). Apds a elaboracdo, os niveis de acuricia e precisdo das estimativas propiciados pela
utilizacdo da escala diagramdtica devem ser analisados para determinar a qualidade das
estimativas (7, 15). Acuricia refere-se a proximidade de uma estimativa a um valor real de
quantidade de doenca avaliada, enquanto precisio refere-se a confiabilidade e/ou
repetibilidade associadas com uma estimativa (3). O unico estudo de desenvolvimento e
validacdo de escala diagramdtica para quantificacdo de doenca em espécie de interesse
ornamental foi da ferrugem do crisantemo (Chrysanthemum spp.), causada por Puccinia
horiana Henn. (1).

Considerando a inexisténcia de métodos padronizados para quantificacio da
antracnose do bastdo do imperador, este trabalho teve como objetivos desenvolver uma escala

diagramdtica para avaliacdo da severidade da doenca e analisar os niveis de acurdcia e

precisdo das estimativas geradas com sua utilizagao.

MATERIAL E METODOS
Elaboracao da escala diagramatica
Para elaboracdo da escala diagramdtica foram coletadas 100 bréicteas externas de

bastdo do imperador (cv. Red Torch) em plantios comerciais no municipio de Paulista - PE,
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com diferentes niveis de severidade de antracnose. As bracteas foram digitalizadas a 200 dpi e
reproduzidas por fotocépias coloridas. Com auxilio do programa Assess® (8), foi determinada
a porcentagem de 4rea lesionada de cada brictea, representando o grau de severidade da
doenca. Baseando-se no valor maximo de severidade da doenca constatada nas bricteas
coletados, na forma, distribuicdo e freqiiéncia das lesdes, foi confeccionada uma escala
diagramadtica logaritmica com nove niveis de severidade.
Validacao da escala diagramatica

No teste de validacdo da escala diagramética foram utilizadas 45 bracteas de bastdo do
imperador com sintomas de antracnose em diferentes niveis de intensidade, reproduzidas em
fotocopias coloridas. A severidade foi avaliada por 10 pessoas sem experiéncia na
quantificacdo da doenca, designadas pelas doencas de A a J. Inicialmente, a severidade foi
estimada sem o auxilio da escala diagramadtica e, apds sete dias foi realizada uma primeira
avaliacdo com o auxilio desta. Visando avaliar a repetibilidade das estimativas com a escala
diagramadtica, apds sete dias, nova seqiiéncia das mesmas bricteas foi organizada e uma
segunda estimativa visual foi efetuada com o auxilio da escala pelos mesmos avaliadores.

A acurécia e a precis@o de cada avaliador foram determinadas por meio de regressao
linear simples, com a severidade real obtida eletronicamente como varidvel independente e a
severidade estimada pelo avaliador como varidvel dependente. A acurdcia das estimativas de
cada avaliador e do conjunto de avaliadores foi determinada pelo teste ¢ aplicado ao intercepto
da regressao linear (a), para verificar a hipétese Ho: a = 0, e ao coeficiente angular da reta (b),
para testar a hipétese Ho: b = 1, ao nivel de 5% de probabilidade (P=0,05). Valores de
intercepto significativamente diferentes de O (zero) indicam superestimativa (>0) ou
subestimativa (<0) da severidade real a niveis baixos de intensidade da doenga, enquanto
valores de coeficiente angular da reta que desviam significativamente de 1 (um) indicam
superestimativa (>1) ou subestimativa (<1) sistemdtica da severidade real em todos os niveis

de intensidade da doenga. A precisdo das estimativas foi determinada pelo coeficiente de
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determinacdo da regressio (R’), pela varidncia dos erros absolutos (severidade estimada
menos severidade real) e pela repetibilidade das estimativas, determinada pela regressdao da
segunda avaliacio em relacdo a primeira de uma mesma unidade amostral. A
reprodutibilidade das estimativas foi determinada pelos valores de R’ obtidos de regressdes
lineares entre as severidades estimadas da mesma unidade amostral por diferentes avaliadores
combinados em pares (3, 7, 15, 17). As andlises de regressdo foram efetuadas com o auxilio

do programa Microsoft® Office Excel 2003 (Microsoft Corporation, 2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O valor mdximo de severidade da antracnose em bricteas de bastdo do imperador
coletadas em plantios comerciais foi de 91,8%. A escala diagramdtica elaborada para
quantificacdo da severidade da doenga foi representada pelos valores de 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64,
82 € 92% de area da bréctea lesionada (Figura 1).

Na primeira etapa de validacdo da escala diagramaética, ou seja, sem a sua utilizacao,
os valores do intercepto de 80% dos avaliadores diferiram significativamente de zero (P<0,05)
para as retas de regressdo entre a severidade real e a estimada (Tabela 1). A maioria desses
avaliadores superestimou a severidade da antracnose em bastdo do imperador, indicando a
presenca de desvios positivos constantes para todos os niveis de severidade da doenga. Na
média dos avaliadores, o valor do intercepto foi de 4,12 e diferiu significativamente de zero
(Tabela 1). Essa superestimativa dos niveis de severidade da doenga sem o uso da escala
assemelha-se ao constatado em diversos estudos de validacdo de escalas diagramaticas (1, 5,
9, 13, 14, 18). Com a utilizacdo da escala, os valores do intercepto de 40% dos avaliadores (A,
B, F e H) diferiram significativamente de zero (P<0,05) na primeira avaliacdo e 30% (A, B e
F) na segunda, todos com desvios negativos constantes, ou seja, com tendéncia a
subestimativa. Os valores do coeficiente angular da reta de 30% dos avaliadores diferiram

significativamente de 1 (P<0,05) sem a utilizacdo da escala diagramética, indicando a
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presenca de desvios sistemdticos. Com a utilizagdo da escala, nenhum dos avaliadores
apresentou coeficiente angular significativamente diferente de 1 (P<0,05) nas duas avaliagcdes
(Tabela 1), assemelhando-se ao constatado na validagdo da escala do carvao da folha do caupi
(12).

A andlise da precisdo das estimativas visuais da severidade sem a utiliza¢do da escala
diagramdtica explicou de 72 a 89% da variacdo (R°) na mensuracio eletronica da doenca, com
média de 84% (Tabela 1). Esses valores podem ser considerados elevados, tendo em vista a
inexperiéncia dos avaliadores, o que pode ser decorrente da facilidade da estimativa da
severidade dessa doencga, principalmente devido ao tipo de lesdo e a coalescéncia das mesmas.
Com a utilizacdo da escala, na primeira avaliagdo as estimativas visuais explicaram 91 a 95%
da variacdo na mensuracgdo eletronica, com média de 93%, enquanto na segunda avaliacdo, as
estimativas visuais explicaram 93 a 97% da variagdo, com média de 95%. Os elevados niveis
de precisdo das estimativas visuais da antracnose em bastdo do imperador com auxilio da
escala diagramadtica assemelham-se aos verificados em outros estudos de validacdo de escalas
(1,4,5,9, 14, 18), tendo alcancado a média de 95%, considerada a desejavel (7).

A maioria dos avaliadores obteve boa repetibilidade nas estimativas, pois a quantidade
média de variacdo na primeira avaliacdo explicada pela segunda avaliacdo foi de 95% (Tabela
2). Para apenas um avaliador, o valor do intercepto diferiu de zero (P<0,05), enquanto que
para todos os avaliadores o valor do coeficiente angular da reta nao foi significativamente
diferente de 1 (P<0,05) (Tabela 2).

A distribuicdo dos residuos, que representa a diferenca entre os valores estimados
visualmente e os reais obtidos eletronicamente na quantificacdo da severidade, sem a
utilizacdo da escala diagramatica foram elevadas, variando entre -18,98 e 36,12%, com média
de 8,8% (Figura 2A). Nas duas avaliacdes com o auxilio da escala os residuos concentraram-
se na faixa de 10% e ndo atingiram valores superiores a 20% (Figura 2B e 2C), com médias

de 0,80% na primeira avaliacdo com a escala e de -0,68% na segunda. Esses niveis de



66

residuos sdo considerados aceitdveis segundo os critérios adotados em estudos de avaliacdo de
escalas diagramaticas e podem ser reduzidos com o treinamento dos avaliadores (15).

A utilizacdo de uma escala por diferentes avaliadores deve resultar na obtencdo dos
mesmos valores de severidade (17). A reprodutibilidade das avaliacdes entre os avaliadores
combinados aos pares, também pode ser utilizada como um indicativo de precisdo de um
método de quantificacdo de doencas (16). As regressdes lineares entre as severidades
estimadas pelos 10 avaliadores, quando ndo utilizaram a escala diagramdtica, produziram
coeficientes de determinacdo (RZ) variando de 67 a 92%, sendo que em somente 6,7% dos
casos foi > 90% (Tabela 3). Os valores de R’ foram mais elevados nas duas avaliacdes com a
utilizacdo da escala. Os valores variaram entre 84 ¢ 97% na primeira avaliacdo com a escala,
sendo > 90% em 75,6% dos casos, enquanto na segunda avaliacdo variaram entre 89 e 97%,
sendo > 90% em 91,1% dos casos. Portanto, com o emprego da escala diagramaética, as
estimativas da severidade da antracnose em bastdo do imperador estiveram préximas a uma
concordancia ideal, indicando alta precisao (17).

O uso da escala diagramadtica propiciou aumento significativo nos niveis de acuricia e
precisdo das estimativas, confirmando a importancia sua utilizagdo para ‘“calibrar” o sistema
visual do avaliador. A padronizacdo de uma metodologia de quantificacdo de doencga é
desejavel, pois permite comparacdes entre os resultados obtidos em diferentes institui¢des e
localidades (14). A escala diagramdtica proposta para quantificacdo da antracnose em bastao
do imperador mostrou ser de facil utilizacdo, capaz de fornecer uma ripida estimativa da
doenca, podendo ser utilizada em estudos de comportamento de cultivares, efeito de produtos

no manejo da doenca, bem como andlise de progresso e disseminacdo da doenca.
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Figura 1. Escala diagramdtica para avaliacdo da antracnose em bracteas de bastdo do

imperador indicando os niveis de 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 82 e 92% de severidade.
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Figura 2. Distribui¢ao dos residuos (severidade estimada - severidade real) das estimativas da

antracnose em bastdo do imperador realizadas sem o auxilio da escala diagramética (A) e com

auxilio da escala diagramética na primeira (B) e segunda (C) avaliagio.
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Tabela 1. Estimativas do intercepto (a), do coeficiente angular da reta (b) e do coeficiente de

determinacdo (R?) de equacdes de regressdo linear simples relacionando estimativas visuais da

antracnose em bastdo do imperador efetuadas por 10 avaliadores, sem e com o auxilio da

escala diagramética.

Sem Escala Com Escala
Avaliador 1%, Avaliagdo 2% Avaliagdo
a b R’ a b R? a b R?
A 12,63* 0,81* 0,74 -6,29* 1,03 0,91 -3,83*% 0,99 0,94
B 2,59% 1,05 0,87 -5,19*% 1,03 0,92 -4,42% 1,04 0,95
C 4,47% 1,14% 0,72 0,12 1,05 0,92 0,13 1,04 0,93
D 3,31% 0,97 0,83 0,77 1,03 0,93 1,92 1,04 0,96
E 1,81 0,97 0,88 0,12 1,00 0,94 0,35 0,99 0,95
F -2,13 0,87* 0,89 -4,50*% 0,95 0,94 -3,82*% 0,97 0,95
G 9,40%* 0,96 0,82 -0,82 0,99 0,94 -0,35 0,98 0,94
H -4,48% 0,97 0,88 -4,33*% 1,05 0,95 -2,09 1,02 0,97
| 4,42% 1,05 0,89 1,25 1,02 0,94 1,91 1,05 0,96
J 9,13% 0,96 0,88 0,83 1,00 0,93 0,48 0,99 0,96
Média 4,12% 0,98 0,84 -1,80 1,02 0,93 -0,97 1,01 0,95

* Asterisco representa situagdes onde a hipdtese de nulidade (a=0 ou b=1) foi rejeitada pelo teste ¢ (P=0,05).
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Tabela 2. Estimativas do intercepto (a), do coeficiente angular da reta (b) e do coeficiente de
determinacdo (R°) de equagdes de regressdo linear simples relacionando a segunda 2 primeira
estimativa da antracnose em bastdao do imperador por um mesmo avaliador, com o auxilio da

escala diagramética.

Avaliador a b R’
A 3,01% 0,92 0,94
B 1,41 0,97 0,96
C 1,38 0,94 0,92
D 2,14 0,96 0,94
E 0,96 0,96 0,94
F 1,27 1,00 0,95
G 0,87 0,97 0,97
H 2,10 0,94 0,95
| 1,52 1,00 0,95
J 0,75 0,94 0,94
Média 1,54 0,96 0,95

* Asterisco indica que a hipétese de nulidade (a=0 ou b=1) foi rejeitada pelo teste # (P=0,05).
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e A . . e . ~ 2 ~ ~ .
Tabela 3. Freqiiéncia dos coeficientes de determinacdo (R°) de equagdes de regressdo linear
simples relacionando as estimativas da antracnose do bastdo do imperador entre avaliadores
sem o auxilio da escala diagramdtica e com auxilio da escala diagramdtica na primeira e

segunda avaliagdo.

Intervalo de Freqiiéncia (%)*
coeficiente de Sem escala Com Escala
determinagio (R”) 1*. Avaliacio 2", Avaliacio
0,60 — 0,69 4.4 0,0 0,0
0,70 - 0,79 37,8 0,0 0,0
0,80 - 0,89 51,1 24,4 8,8
0,90 - 1,00 6,7 75,6 91,2

*Calculada considerando o numero de ocorréncias do intervalo em relagdo ao total de 45 combinagdes possiveis entre os 10

avaliadores em cada avaliagdo da severidade da doenga.
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RESUMO

Barguil, B. M.; Oliveira, S. M. A.; Coelho, R. S. B. Reacdo de cultivares, efeito da quantidade
de pontos e da época de inoculacdo e idade da espata no desenvolvimento da antracnose em
antdrio. Summa Phytopathologica.

O anttirio € uma planta semi-herbidcea que apresenta folhas verdes vistosas, com formato
cordiforme e inflorescéncias com espatas de diversas cores de acordo com a cultivar, sendo
tanto a folhagem quanto as inflorescéncias de grande importancia ornamental. A antracnose
causada por Colletotrichum gloeosporioides é uma das principais doencas nessa cultura,
estando presente em vdrios plantios comerciais brasileiros. Os sintomas manifestam-se sobre
as folhas na forma de lesdes pardas que aparecem mais freqiientemente nas bordas ou junto as
nervuras. Nas espatas ocorrem pequenas manchas escuras, que evoluem para uma podridao
encharcada, prejudicando a comercializacdo das hastes. Essa pesquisa objetivou verificar o

efeito da idade da espata, da quantidade de pontos e época de inoculacdo no desenvolvimento

dos sintomas da antracnose e a reacdo de cultivares de antdrio quando inoculadas com C.



77

gloeosporioides. A idade da espata influenciou o desenvolvimento da lesdo para os dois
isolados avaliados. Em espatas no estddio 1, sem a completa abertura, as lesdes formadas
foram significativamente maiores do que aquelas formadas em espatas nos estadios 4 e 5. As
maiores lesdes causadas pelos isolados do patégeno foram formadas com cinco pontos de
ferimento nas duas cultivares de anttrio (cvs. Tropical e Cananéia). A época de inoculacio
ndo influenciou no tamanho da lesdo, nas duas cultivares avaliadas. Os menores periodos de
incubacao (PI) para o isolado Cg 1 foram observados nas cultivares Astral, Tropical, Netuno e
Farao, diferindo significativamente das demais cultivares. Nas cultivares Sonate, Astral,
Tropical, Netuno e Farao foram observados os menores PI para o isolado Cg 2. A menor
AACPD resultante da inoculagdo com Cg 1 foi observada em Sonate, que diferiu das demais
cultivares. As menores AACPD ocasionadas pelo isolado Cg 2 foram observadas em Farao e
Midori, que diferiram das cultivares Cananéia, Sonate, Tropical e Netuno.

Palavras-chaves adicionais: Anthurium andraeanum, Colletotrichum gloeosporioides, Flores

tropicais.

ABSTRACT

Barguil, B. M; Oliveira, S. M. A.; Coelho, R. S. B. Cultivars reaction and influence of
inoculation points and time, and espathe age on anthracnose development on anthurium.
Summa Phytopathologica.

Anthurium is a semi-herbaceous plant with green leaves, of heart form, inflorescence with
espathe of different colors changing with the cultivar. Anthracnose can be found on almost
crop areas. Espathe age, influence of inoculation points, moment of inoculation and
susceptibility of cultivars to Colletotrichum gloeosporioides were evaluated. The lesion size
development was influenced by espathe age. On espathe on estage 1, the lesions were
significantly different from espathes on 4 and 5 estages. Bigger lesions were achieved with

five points per wound on the two cultivars (cvs. Tropical and Cananéia) and isolates tested.
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Inoculation time not influenced the lesion size on cultivars tested. The incubation period (IP)
was variable with cultivars and isolate. The smaller IP for Cg 1 were observed on Astral,
Tropical, Netuno and Farao. On Sonate, Astral, Tropical, Netuno e Farao cultivars were
observed the smaller IP for Cg 2. The smallest AUDPC were observed on Sonate for Cg 1 and
on Farao and Midori for Cg 2.

Aditional keywords: Anthurium andraeanum, Colletotrichum gloeosporioides, Tropical

flowers.

O anttrio (Anthurium andraeanum Linden) é uma planta semi-herbédcea, ereta, perene, com
altura variando de 0,30 a 1,0 m, sendo origindria da Coldmbia e Venezuela. Apresenta folhas
verdes vistosas, com formato cordiforme e inflorescéncias com espatas de cores variadas de
acordo com a cultivar, sendo tanto a folhagem quanto as inflorescéncias de grande
importancia ornamental (7; 13).

As cultivares comerciais de antdrio devem reunir diversas caracteristicas como:
qualidade da folha; haste floral ereta, firme e medindo 60 cm; espata com brilho, aberta, de
textura firme e colorac¢do uniforme; espadice ligeiramente arqueada e medindo cerca de dois
tercos do comprimento da espata; boa producdo de hastes; durabilidade pds-colheita e
também resisténcia as doencas (13; 14). O melhoramento de cultivares visando resisténcia a
doencas é uma caracteristica desejavel para a manutencao da producgado das flores na presenga
de uma doenga (4) e diversas medidas de controle devem ser tomadas para prolongar a
durabilidade dessa resisténcia (1), como remocdo de restos culturais, irrigacdo por
gotejamento e nutricao equilibrada (15).

No Brasil, as doencas relatadas em anturio sdo a podridao das raizes (Phytophthora sp.
ou Pythium sp.), a antracnose (Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Sacc.), a podridao
negra (Phytophthora citrophthora (R. E. & E. H. Smith) Leonian) afetando a parte aérea da

planta, Pestalotiopsis guepinii ((Desm.) Stey) causando manchas necrdticas em folhas e
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flores, as bacterioses causadas por Xanthomonas axonopodis pv. dieffenbachiae (McCulloch
& Pirone) Vauterin, Hoste, Kersters & Swings) ou Pseudomonas sp. e a virose causada pelo
Dasheen mosaic virus (DsMV) (2; 3; 9; 13). Dentre essas, destaca-se a antracnose por estar
presente na maioria dos plantios comerciais brasileiros. Nas folhas, os sintomas de antracnose
compreendem lesdes pardas que aparecem mais freqiientemente nos bordos foliares ou junto
as nervuras, podendo coalescer e afetar grande parte do limbo foliar (9; 13). A incidéncia da
doenca aumenta quando as condi¢cdes ambientais de umidade relativa e temperatura sio
favordveis ao desenvolvimento do patégeno (9). Nas espatas ocorrem pequenas manchas
escuras, que evoluem para uma podridao encharcada (15).
Pouco se conhece sobre o comportamento de cultivares de antdrio quando infectadas
com seus principais patégenos. No Havai, oito cultivares de antirio foram avaliadas quanto a
suscetibilidade a X. axonopodis pv. dieffenbachiae. Foi observado que folhas inoculadas
dessas cultivares podem apresentar suscetibilidade ou resisténcia, com dreas infectadas
variando de 84 a 8%, respectivamente (4). No Brasil, a cultivar Astral (IAC 154) ¢é
medianamente resistente a essa bacteriose (13) e a cultivar Omega (IAC 14021) é suscetivel a
antracnose, sobretudo em locais de elevada precipitacio pluviométrica (Tombolato,
comunicacdo pessoal). Entretanto, o comportamento das demais cultivares, nacionais ou
importadas, utilizadas pelos produtores € desconhecido. Com rela¢do a antracnose, embora
ocorra em diversas espécies ornamentais tropicais produtoras de flores e/ou de folhagens,
ainda sdo escassos os trabalhos de comportamento de cultivares, estando disponivel apenas
um realizado em bastdo do imperador (6). Desconhece-se também a reacdo da espata quando
inoculada com C. gloeosporioides em diferentes estddios de desenvolvimento.
Nesse trabalho, os objetivos foram verificar o efeito da idade da espata na
suscetibilidade a antracnose; observar a influéncia da quantidade de ferimentos e época de
inoculagcdo no desenvolvimento dos sintomas e, verificar o comportamento de cultivares de

antdrio quando inoculadas com C. gloeosporioides.
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MATERIAL E METODOS

Obtencao e manutencao dos isolados

Isolados de C. gloeosporioides foram obtidos de lesdes em espatas de antirios
cultivados em municipios produtores dos estados de Ceard (Cg 1) e Pernambuco (Cg 2 e Cg
3). Fragmentos de tecido provenientes de lesdes presentes nas espatas foram desinfestados em
alcool 70% por 30 segundos e em hipoclorito de sédio (1,5%) por um minuto. Em seguida,
foram lavados duas vezes em &dgua destilada esterilizada (ADE) e colocados em placas de
Petri contendo meio de cultura batata-dextrose-dgar (BDA). Apds a obtengdo de cultura pura,
os isolados foram transferidos para tubos de ensaio contendo meio BDA e mantidos a 6 °C.
Antes dos ensaios os isolados foram repicados para meio BDA onde permaneceram por sete
dias. Todos os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Patologia Pés-colheita da
UFRPE, a uma temperatura de 25 + 2 °C com alterndncia luminosa (12 h claro/12 h escuro).
Idade da espata sobre o desenvolvimento da antracnose

Nesse primeiro experimento avaliou-se trés fases de desenvolvimento de hastes florais
de antirio, sendo utilizada a cultivar Tropical (espata vermelha e espadice branca) da empresa
holandesa Antura®. As hastes florais nos estddios 1 (espata fechada), 4 (menos de 2/3 da
espadice madura) e 5 (mais de 2/3 da espadice madura), definidos por Souza et al. (11), foram
cortadas e enviadas ao laboratério. As hastes foram delicadamente lavadas com dgua e sabao
e, posteriormente, postas a secar a temperatura de laboratério (25 £ 2 °C) e a base das hastes
imersas em baldes pldsticos com dgua, onde permaneceram durante todo o experimento. Em
seguida, as espatas foram feridas com estilete e inoculadas com um disco de 0,5 cm de
diametro de meio de cultura BDA contendo estruturas do patégeno. Apds inoculadas foram
acondicionadas em sacos plasticos contendo algodao umedecido em ADE, constituindo uma
camara imida durante 48 horas. Os isolados utilizados foram o Cg 2 e o Cg 3 provenientes de
antdrios cultivados nos municipios de Aldeia — PE e Paulista — PE, respectivamente.

Efeito da quantidade de pontos de inoculacao de Colletotrichum gloeosporioides
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A influéncia da quantidade de pontos de inocula¢do na severidade da antracnose em
espata de anturio foi avaliada nesse experimento, sendo utilizadas as cultivares Tropical e
Cananéia (espata branca e espadice rosa — IAC 16772) proveniente do Instituto Agrondmico
de Campinas (IAC). As hastes florais foram cortadas no ponto de colheita e enviadas ao
laboratério conforme o experimento anterior. Em seguida, as espatas receberam um, trés e
cinco furos realizados com auxilio de um estilete, em seguida inoculadas com um disco de 0,5
cm de diametro de meio BDA mais as estruturas de C. gloeosporioides. As hastes inoculadas
foram acondicionadas em sacos plasticos contendo algoddo umedecido em ADE, constituindo
uma camara umida durante 48 horas. Os isolados utilizados foram o Cg 1 e Cg 2 provenientes
dos municipios de Guaramiranga-CE e Aldeia-PE, respectivamente.
Efeito da época de inoculacao de Colletotrichum gloeosporioides em antirio

A influéncia do momento de inocula¢do na severidade da lesdo em espata de antirio
foi avaliada, sendo utilizadas as cultivares Tropical e Cananéia. As hastes florais foram
cortadas, lavadas e acondicionadas conforme anteriormente descrito. Em seguida, as espatas
foram feridas com estilete e inoculadas com os mesmos isolados do experimento anterior em
épocas diferentes: imediatamente ou duas horas apds o ferimento, com disco de 0,5 cm de
diametro de meio BDA e estruturas do patégeno. As hastes inoculadas foram acondicionadas
em sacos plasticos contendo algodao umedecido em ADE, constituindo uma cadmara imida
durante 48 horas.
Reacao de cultivares de antiirio a infeccao de Colletotrichum gloeosporioides

Foram avaliadas inflorescéncias de oito cultivares de antirio, sendo utilizadas as
hastes florais de Tropical, Midori (espata verde e espadice branco e verde), Laguna (espata
verde e espadice rosa e verde), Farao (espata verde e vermelho e espaddice) e Sonate (espata
rosa e espadice rosa) da empresa holandesa Antura® e Netuno (espata vermelho escuro e
espadice branco e amarelo — IAC 154), Astral (IAC 154 espata vermelho claro e espadice

branco e amarelo) e Cananéia provenientes do IAC. As hastes florais foram cortadas no
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estddio de espata aberta e até 50% da espadice madura. No laboratério, as hastes foram
lavadas com 4gua e sabdo, postas a secar a temperatura ambiente e colocadas em baldes
plasticos com dgua de torneira, onde permaneceram durante o experimento. Em seguida, as
espatas foram feridas e inoculadas conforme descrito no item anterior. As hastes inoculadas
permaneceram em camara imida por 48 horas. Os isolados utilizados foram o Cg 1 e Cg 2.
Analise experimental

A unidade experimental em todos os experimentos consistiu de uma haste floral, sendo
utilizado o delineamento inteiramente casualizado e 12 repeticdes. A severidade dos sintomas
foi quantificada através da média da medida do didmetro da lesdo no comprimento e na
largura, avaliada em centimetros. A avaliacdo foi realizada aos um, trés e cinco dias apds a
inoculacdo no experimento de idade da espata. Nos demais experimentos as espatas foram
avaliadas com um, trés, cinco e sete dias apds a inoculacdo, sendo que o ultimo experimento
(reacdo de cultivares) também foi avaliado aos nove dias. Com as médias dos dados obtidos
foi calculada a drea abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) em todos os ensaios
conduzidos. No experimento com cultivares também foi avaliado o periodo de incubagado (PI),
que compreende o periodo entre a inoculac@o e o aparecimento dos sintomas. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia e as médias separadas pelo teste de Duncan (P< 5%).
Também foi realizada a andlise de correlacio de Pearson entre os dados de periodo de
incubagdo, severidade no ultimo dia de avaliacio e a AACPD com os dados do ultimo

experimento.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Idade da espata sobre o desenvolvimento da antracnose
A idade da espata influenciou no desenvolvimento da lesdo para os dois isolados de C.
gloeosporioides avaliados. Em hastes com as espatas fechadas, as lesdes formadas foram

significativamente maiores do que aquelas formadas em espatas nos estadios 4 e 5. O tamanho
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das lesdes em espatas no estddio 4 nao diferiu daquele formado em espatas no estadio 5, para
os dois isolados utilizados (Figura 1).

Resultados similares foram observados em plantas de pimentao (Capsicum annum L.)
em diferentes idades de desenvolvimento quando inoculadas com Colletotrichum coccodes
(Wallr.) S. Hughes através de pulverizacdo da parte aérea. Plantas no estddio de duas folhas
morreram quando inoculadas com o patégeno, enquanto que no estddio de oito folhas foi
verificado apenas a formacdo de lesdes pequenas e circulares (5). Em pistilos de flores de
macieira (Malus domestica Borkh) com um, dois ou trés dias de idade inoculadas com
Erwinia amylovora (Burrill 1882) Winslow foi observado que a populagdo da bactéria dobrou
sete dias apos a inoculacdo. Entretanto, em pistilos de flores com cinco, seis, sete e oito dias a
populacdo da bactéria ficou préxima a zero apds o mesmo periodo (12). Esse comportamento
de suscetibilidade em antdrio condiz com um dos trés padrdes citados por Agrios (1) de que
algumas plantas s3o suscetiveis no periodo inicial de desenvolvimento, tornando-se
resistentes no final.

Efeito da quantidade de pontos de inoculagao de Colletotrichum gloeosporioides

A quantidade de pontos de ferimento para a inoculacdo influenciou diretamente no
desenvolvimento das lesdes provocadas por C. gloeosporioides em espatas de antirio (Figura
2). As maiores lesdes foram formadas com cinco pontos de ferimento nas duas cultivares e
com os dois isolados utilizados. Essas lesoes diferiram significativamente daquelas formadas
com trés e com um ponto de ferimento antes da inoculagio.

A elevacao da severidade da doenca, com o maior nimero de pontos de inoculagdo,
pode ser explicada pela quantidade de aberturas disponiveis para a penetracdo,
potencializando a a¢do do patégeno através de infec¢des simultineas em uma pequena area.
Em frutos de meloeiro inoculados com Myrothecium roridum Tode ex Fries, a severidade
observada acompanhou a quantidade de pontos de ferimento, sendo maior em locais com dez

pontos, independente do isolado e da cultivar avaliados (10).
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Epoca de inoculaciio de Colletotrichum gloeosporioides em antirio

A época de inoculac¢do ndo diferiu nas duas cultivares avaliadas, ou seja, a severidade
observada com a inoculacido apds o ferimento ou somente duas horas depois foi a mesma.
Também ndo houve diferenca quando se comparou as cultivares Cananéia e Tropical no
momento zero de inoculacdo e apds duas horas do ferimento. Provavelmente, esse fato se
deve ao aumento da sintese de etileno por ocasido dos ferimentos, que propicia a senescéncia
do tecido que pode permanecer suscetivel por um maior espaco de tempo.

Resposta de cultivares de antiirio a infeccao de Colletotrichum gloeosporioides

As cultivares de antdrio avaliadas comportaram-se de modo diferente quanto ao
periodo de incubagdo (PI), a severidade (SEV) e a 4rea abaixo da curva de progresso da
doenca (AACPD) (Tabela 1). Os menores PI para o isolado Cg 1 foram observados nas
cultivares Astral, Tropical, Netuno e Farao, diferindo significativamente nas demais
cultivares. Esse periodo variou de 12 a 44 horas nas cultivares Tropical e Sonate,
respectivamente. Nas cultivares Sonate, Astral, Tropical, Netuno e Farao foram observados os
menores PI para o isolado Cg 2. Esses periodos variaram de 13 horas, nas cultivares Tropical
e Farao, a 66 horas na cultivar Cananéia.

Os isolados se comportaram de maneira diferente quando inoculados em cultivares de
antdrio (Tabela 1). O menor valor de severidade ocasionado pelo isolado Cg 1 foi observado
na cultivar Sonate, que diferiu significativamente das demais cultivares. Para o isolado Cg 2
os menores valores de severidade foram observados em Farao e Midori.

A severidade das lesdes também foi avaliada pelo célculo da 4rea abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD) (Tabela 1). A menor AACPD resultante da inoculagdo com
Cgl foi observada em Sonate, que diferiu das demais cultivares. As menores AACPD
ocasionadas pelo isolado Cg 2 foram observadas em Laguna e Midori, que diferiram das

cultivares Cananéia, Astral, Sonate, Tropical e Netuno.
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Os valores obtidos por andlise de correlacio entre o periodo de incubacdo e a
severidade das lesdes, bem como entre o periodo de incubacdo e a AACPD foram negativos
para o isolado Cg 1, indicando que quanto menor o periodo de incubacdo, maiores serao os
valores de severidade e AACPD (Tabela 2). Resultado similar foi observado para o isolado
Cg 2 onde a correlac@o entre o periodo de incubacdo e a AACPD também foi negativa. As
andlises entre a severidade e a AACPD foram positivas para os dois isolados avaliados.

As principais cultivares de bastdo do imperador (Etlingera elatior (Jack) Smith)
comportaram-se de maneira diferente quando inoculadas com C. gloeosporioides. Foi
observado que as lesdes formadas na cultivar vermelha (Red Torch) apresentavam o dobro do
tamanho daquelas formadas na cultivar porcelana (Porcelain), sendo que nesta o patégeno foi
incapaz de se desenvolver quando inoculado sem ferimento (6). Cultivares da planta
ornamental cartamus (Carthamus tinctorius L.) também responderam de forma diferente
quando naturalmente infectadas com Colletotrichum acutatum Simmonds no campo. A
incidéncia da doenca variou de 27,6 a 97,1% e a severidade de 2,0 a 3,5 nas sete cultivares
avaliadas (8).

Dessa forma, a idade da espata, a quantidade de pontos de ferimento para a
inoculagdo, a cultivar e o isolado utilizado influenciaram no desenvolvimento da antracnose

em espatas de antdrio, porém o mesmo nao ocorreu para a época de inoculagio.
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Figura 1 — Influéncia da idade de desenvolvimento da espata na darea abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD) da antracnose na cultivar Tropical de antirio, inoculada com

dois isolados de Colletotrichum gloeosporioides.
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Meédias com a mesma letra entre a quantidade de pontos de inoculag¢@o ndo diferem
entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.

Figura 2 — Influéncia da quantidade de pontos de inocula¢do na drea abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD) da antracnose em espatas das cultivares Cananéia (A) e

Tropical (B) de antirio, inoculadas com dois isolados de Colletotrichum gloeosporioides.
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TABELA 1 — Periodo de incubacao - PI (horas), severidade (cm) e drea abaixo da curva de

progresso da doenga (AACPD) da antracnose em espatas de cultivares de antirio inoculadas

com dois isolados de Colletotrichum gloeosporioides

Isolado Cg 1

Isolado Cg 2

PI Severidade @ AACPD PI Severidade AACPD
(horas) (cm) (horas) (cm)

Cananéia 38,001 a 0,55 ab 3,46 be 66,00 a 0,83 ab 4,45 ab
Sonate 44,00 a 0,30 ¢ 1,76 d 26,00 ¢ 0,89 a 5,14 a
Astral 14,00 b 0,58 ab 4,42 ab 17,00 de 0,69 abc 5,14 a

Tropical 12,00 b 0,73 a 5,08 a 13,00 e 0,73 ab 5,05a
Netuno 22,00 b 0,74 a 4,33 ab 22,00 cd 0,85 ab 5,01 a
Farao 19,00 b 0,49 b 3,71 bc 13,00 e 0,50 ¢ 3,65 be

Laguna 37,00 a 0,56 ab 3,18 ¢ 51,00 b 0,66 be 3,23 cd
Midori 36,00 a 0,59 ab 3,71 be 59,00 a 0,50 ¢ 2,65d
cv (%) 34,09 33,45 33,31 28,74 32,31 25,88

"' Médias com a mesma letra nio diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.
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Tabela 2 — Coeficiente de correlac@o entre o periodo de incubacio (PI), a severidade da lesao

(SEV) e a drea abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) dos isolados Cg 1 e Cg 2 de

Colletotrichum gloeosporioides em cultivares de anttrio

Cg1l

Cg2

SEV (cm) AACPD

PI (horas) -0,46* -0,63* PI (horas)
SEV (cm) - 0,88* SEV (cm)
AACPD - - AACPD

SEV (cm) AACPD
-0,08™° -0,44%

- 0,85%*

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste t; ° Néo significativo.
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CONCLUSOES GERAIS

A caracterizacdo morfologica e a utilizacdo dgaiucleotideos especificos foram
eficientes para classificar a maioria dos isoladotetados comaoColletotrichum

gloeosporioides e dois comdCalletotrichum sp.;

Os isolados néo apresentaram especificidade aimedbs hospedeiros utilizados;

A escala diagramatica elaborada mostrou-se efecipara avaliacdo da antracnose

em bastédo do imperador;

A idade da espata e a quantidade de pontos dellawdo influenciaram no

desenvolvimento da antracnose em antUrio;

As cultivares de anturio reagiram do modo diferequando inoculadas com os

isolados deColletotrichum gloeosporioides.



