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RESUMO

A antracnose, causada por Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum sp. é uma
das doencas em pds-colheita mais importantes do maracujazeiro amarelo. Apesar da
existéncia de medidas de manejo tanto para a pré-colheita como para a pds-colheita, o
controle ndo é satisfatério. Visando contribuir com um programa para aumentar a
resisténcia da planta, foram coletados 33 isolados de Colletotrichum, obtidos de trés
regides produtoras do estado de Pernambuco, para: i) identificagdo especifica com
marcadores genéticos primers de PCR; ii) conhecer agressividades em maracuja
amarelo; iii) caracterizd-la com marcador bioquimico, pela produgdo de enzimas
hidroliticas extra celulares em meios sdlidos especificos, fisiolégico, pelo crescimento
micelial em meio de BDA e genético, com primers de RAPD. Também se estudou o
controle da antracnose em maracujd amarelo com uso dos indutores quimicos
acibenzolar-S-metil (ASM), 4acido LD B-amino-n-butirico (BABA) e jasmonato
metilico (JM). Nenhum DNA dos isolados reagiu com os primers de PCR marcadores
para C. gloeosporioides e C. acutatum, mas 18 reagiram com o primer de PCR
marcador para Colletotrichum de Passiflora, embora os isolados ndo identificados
geneticamente apresentassem caracteristicas morfolégicas semelhantes as de C.
gloeosporioides. Inoculagdes em maracuja amarelo permitiram separar os isolados em
dois grupos de agressividade: alta (GA-1) e baixa (GA-2), embora a agressividade nio
tenha se correlacionado com a origem e os morfotipos teleomorfo e anamorfo. Os
marcadores bioquimico (atividade enzimdtica amilolitica, celulolitica, lipolitica e
proteolitica) e o marcador fisiolégico (crescimento micelial) separaram os isolados em
grupos, mas nao se mostraram satisfatérios como marcadores para agressividade. Nao

foi detectada atividade enzimdtica pectinolitica devido ao método ter sido inadequado.
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As bandas geradas pelas reacdes de 18 primers com os DNAs dos isolados permitiram
observar que os isolados do GA-1 sdo mais préximos geneticamente entre si do que os
isolados do GA-2, sendo possivel dividi-los em dois grupos genéticos que ndo se
relacionaram totalmente com os isolados do GA-1 e GA-2. O marcador banda na
posicao 14 em gel de agarose, resultante das reagdes dos DNAs dos isolados com o
primer de RAPD OPA-9, possibilitou a caracterizacio de 85,7 % dos isolados do GA-1,
com um erro de 15,7 % ao caracterizar como do GA-1 trés isolados do GA-2, mas sem
importancia técnica. Os estudos com os indutores ASM, BABA e JM, evidenciaram que
ASM e JM, nas concentragdes 12,5; 25,0; 50,0; e 100,0 ppm, e BABA, nas
concentragdes 50; 100; 500; e 1000 ppm, nio reduziram a germinacao de conidios de
Colletotrichum sp., mas BABA e JM estimularam este processo fisiologico. Os
indutores ASM e JM reduziram o crescimento micelial e BABA apresentou efeito
contrrio. A imersdo de maracujd amarelo em suspensdo de ASM (100 ppm), JM (100
ppm), BABA (1000 ppm) e em dgua (testemunha) seguida de inoculacdo feita 24 h apds

com Colletotrichum sp. ndo resultou em controle da doenca.
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ABSTRACT

Anthracnose, caused by Colletotrichum gloeosporioides and Colletotrichum sp.,
is the most important post harvest disease on the yellow passion fruit. The disease
management measures have not been satisfactory ever during the pre or post harvest
period. Aiming to contribute to the program of cultivar resistance, 33 isolates were
obtained from three producing regions of Pernambuco State, to: i) identify specie with
genetic marker (PCR primer); ii) to know the pathogen aggressiveness on post
harvested yellow passion fruits; iii) aggressiveness characterization using: biochemical
(extra cellular enzymatic activity on specific solid media), physiological (micelial
growth on PDA) and genetic (RAPD primer) markers. Also, it was studied anthracnose
control on post harvested yellow passion fruit using acibenzolar-S-methyl (ASM), DL
B-amine-n-butyric acid (BABA) and methyl jasmonate (MJ) chemical inducers. None
DNA extracted from isolates reacted with C. gloeosporioides and C. acutatum PCR
primers markers, but 18 DNAs reacted with Colletotrichum of Passiflora PCR primer
marker, although isolates not identified genetically showed morphological
characteristics similar to C. gloeosporioides. Yellow passion fruits inoculations showed
two isolate groups for aggressiveness: high (AG-1) and low (AG-2), but aggressiveness
did not correlate with origin and teleomorphic and anamorphic morphotype. The
biochemical (amilolytic, celullolytic, lypolytic and proteolytic enzymatic activities) and
physiological (micelial growth) markers separated isolates in groups, but they were not
a satisfactory makers to aggressiveness. It was not detected pectinolytic enzymatic
activity by isolates because the used method it was not appropriated. Bands produced by
reaction of 33 DNAs with 18 primers showed that AG-1 isolates are more related to

each other than AG-2 isolates, being possible to separate isolates in two genetic groups,
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which not totality related with AG-1 and AG-2 isolates. The reactions of the RAPD
OPA-9 primer with isolates DNA produced bands in position 14, on agarose gel, which
allowed characterization of the 85.7 % of AG-1 isolates, showing error of 15.7 % by
including three isolates from AG-2 into AG-1, but without technique importance. Study
with the chemical ASM, BABA e MJ inducers showed that ASM and MJ, at 12.5; 25.0,
50.0 and 100.0 ppm concentrations, and BABA, at 50, 100, 500 and 1000 ppm
concentrations, did not reduce Colletotrichum conidia germination, but BABA and JM
stimulate this physiological process. ASM and JM reduced mycelium growth and
BABA showed contrary effect. Yellow passion fruits immersed in ASM (100ppm),
BABA (1000 ppm) and MJ (100 ppm) suspension and water (control), followed by

Colletotrichum inoculation 24 hours after treatment, did not show anthracnose control.
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Introducgdo geral

CAPITULO 1
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INTRODUCAO GERAL

O maracujazeiro, planta nativa do Brasil, pertence a familia Passifloraceae, que
compreende 12 géneros com mais de 500 espécies. Do género Passiflora, cerca de 150
espécies sdo indigenas, das quais 60 produzem frutos que podem ser aproveitados direta
ou indiretamente como alimentos (TEIXEIRA, 1995). Deste, as espécies mais
cultivadas sao Passiflora edulis Simmonds f. flavicarpa Degener, fruto conhecido como
maracuji amarelo ou azedo, que constitui 95% dos plantios comerciais brasileiros, e 5
% ficam com as espécies P. alata Dryander e P. edulis Simmonds, frutos de coloracéo
roxa, conhecidos respectivamente por maracuja roxo e maracujia doce (JUNQUEIRA,
2002; MELETTI; TRINDADE et al., 2000)

O maracuja foi levado para outros paises, como o Peru, Estados Unidos,
Australia, Africa do Sul, Quénia, Indias Ocidentais, Taiwan, Indonésia, Filipinas e
alguns outros, porém o Brasil € o maior produtor mundial (SOUZA et al., 2002), onde o
valor da produ¢@o em 2003 foi de aproximadamente 228 milhdes de reais, superando
em 50 milhdes ao da goiaba, Psidium guajava L. e 165 milhdes de reais a menos em
relacdo ao da manga, Mangifera indica L. A area nacional colhida foi de 34.994 ha,
com rendimento médio (kg/ha) de 13.869, enquanto que o da regido Sudeste foi de
18.973 e da regido Norte 8.486 (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA, 2005).

Entre os vdrios fatores que contribuem para reduzir o rendimento médio dos
plantios de maracujd amarelo encontram-se as doengas, de vdrias origens etioldgicas,
mas a antracnose, causada por Colletotrichum gloeosporioides (Penzig) Penzig &
Saccardo, teleomorfo Glomerella cingulata (Stoneman) Spaulding & Schrenk, e por

Colletotrichum sp., ¢ a mais importante (AFANADOR-KAFURI et al., 2003;
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LIBERATO, 2002) e ocorre em 4reas onde as condicdes climédticas sdo favordveis ao
patégeno (MATTA, 1982). E observada com maior intensidade no periodo chuvoso e, a
depender da regido, restringe-se a esse periodo. A alta umidade relativa favorece o
desenvolvimento da antracnose, mas s6 tem importancia se for associada com chuva. A
temperatura média 6tima é de 27 °C. Temperaturas baixas, como 15 °C, limitam a
doenca, mesmo na presenga de chuva. De modo geral, a doencga torna-se mais
expressiva no segundo ano do plantio (ALBUQUERQUE; ALBUQUERQUE, 1988;
LIBERATO, 2002; LIMA FILHO, 2003; TEIXEIRA, 1995), embora existam praticas
de manejo integrado recomendadas para a pré-colheita (JUNQUEIRA, 2002)

O patdgeno ataca toda a parte aérea da planta em qualquer idade, causando
sintomas como lesdes necrosadas nas folhas, que podem cair; cancros nos ramos,
acarretando morte dos ponteiros; e manchas deprimidas de coloragdo escura nos frutos,
que poderdo afetar a polpa, resultar em podridao e provocar a queda destes frutos (PIO-
RIBEIRO; MARIANO, 1997).

Esta doenca é também uma das mais importantes na poés-colheita (SILVA;
DURIGAN, 2000), resultante de infeccdes quiescentes que levam ao descarte de frutas
(BENATO, 1999; TEIXEIRA, 1995), apesar da existéncia de praticas de manejo para a
pos-colheita (SILVA; DURIGAN, 2000). Em frutos de maracujazeiro amarelo,
coletados em determinados pontos do comércio varejista de Recife, detectou-se em
média 5 % de incidéncia (SILVEIRA, 1999). Na Central de Abastecimento de Recife
houve recusa na compra de maracujd amarelo, proveniente de certos fornecedores da
Zona da Mata de Pernambuco, em época chuvosa, devido as perdas significativas de
frutos estocados, comprados nesta época do ano.

Apesar das préticas de manejo integrado recomendadas na pré e pds-colheita o

controle ndo tem sido satisfatério. Rego et al. (1995) consideram que a resisténcia é o
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meio mais simples, efetivo e econdmico para controlar doencas de plantas. A busca de
material resistente requer conhecimentos da interacdo entre patégeno e hospedeiro
(LIMA; CHAVES, 1992). A producdo das enzimas extracelulares, o crescimento
micelial e a tecnologia do DNA recombinante permitem investigar variacdes genéticas e
genes que controlam especificidade e patogenicidade de fungos em plantas (COUTO et
al., 2002; LIMA; CHAVES, 1992; MANNERS et al., 1992). O maracuja amarelo
embora suscetivel a antracnose pode, a exemplo de outras plantas, possuir mecanismos
eficientes de resisténcia, que seriam acionados ou ativados quando em contato com

indutores (ROMEIRO, 1999).

Agressividade de Isolados de Colletotrichum gloeosporioides

Fundamentados na baixa resisténcia observada em seus estudos Wulff et al.
(1994) sugerem investigar cultivares de maracujazeiro que expressem menor severidade
da antracnose. O emprego da resisténcia genética tem merecido especial destaque dentro
de um sistema integrado de controle (RAVA et al.,, 1994). Ao considerar que a
resisténcia € o meio mais simples, efetivo e econdmico para controlar doencas de
plantas (REGO et al., 1995), Denoyes-Rothan et al. (1999) usaram esta estratégia
visando o controle da antracnose do morango, Fragaria X ananassa Duch. Entretanto, o
conhecimento da variabilidade do patdégeno € de fundamental importancia para futuros
trabalhos de melhoramento (LIMA; CHAVES, 1992).

O género Colletotrichum é notoriamente varidvel em relagdo a determinadas
caracteristicas (BRYSON et al.,, 1992). Mais de uma espécie ataca um mesmo
hospedeiro como C. acutatum Simmonds e C. fragariae Brooks, em morangueiro

(TANAKA et al., 1997) e no hospedeiro isolados da mesma espécie apresentam
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agressividade varidvel como C. gloeosporioides em cebola, Allium cepa L., cujos
isolados foram separados em trés grupos de agressividade (ASSUNCAO, 1997).

A espécie-grupo Colletotrichum gloeosporioides exibe considerdveis variagdes
morfolégica e patogénica que dificultam classificd-la, usando caracteres morfolégicos
(MANNERS et al., 1992). Para Assis (2001), o conhecimento da producdo de enzimas
extracelulares por fungos fitopatogénicos constitui uma ferramenta importante e
adicional para estudos sobre taxonomia quimica em fungos, permitindo a deteccdo de
diferencas, mesmo entre isolados de uma mesma espécie. Ao estudar C. gloeosporioides
da manga observou que os isolados apresentaram atividade extracelular das enzimas
amilolitica, lipolitica e proteolitica, mas ndo celulolitica, embora os isolados tenham
sido diferenciados pelas atividades amilolitica e proteolitica.

Entre os aspectos morfoldgicos culturais, o crescimento micelial tem sido usado
para caracterizar a variabilidade de isolados de fungos fitopatogénicos. Swart (1999)
nio observou diferenca no diametro de colonias apds sete dias entre isolados de C.
gloeosporioides, obtidos da manga e do abacate, Persea americana Mill., mas o
diametro das colonias dos isolados das diferentes dreas de producdo diferiram
significativamente.

A tecnologia do DNA recombinante permite investigar variagdes genéticas e
genes que controlam especificidade e patogenicidade de fungos em plantas (MANNERS
et al., 1992). Os marcadores molecular random amplified polymorphic DNA (RAPD)
tétm como base o uso de um primer, pequeno oligonucleotideo de 10 bases com
seqiiéncia arbitrdria, que ao se emparelhar as seqii€ncias complementares dispersas no
genoma do fungo, € amplificado por acdo de uma enzima, a Taq polimerase
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996). Esta técnica requer pequenas quantidades de

DNA, ¢ de rapida execucao e permite trabalhar com um nimero grande de isolados de
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uma populagdo do patégeno (MANNERS et al, 1992). Tem sido usada para
caracterizagdo de C. gloeosporioides (PERES et al., 2002), para identificacdo de
isolados desta espécie, que se diferenciam pelos sintomas causados na planta hospedeira
(MUNAUT et al., 1998), e também para identificacdo de isolados com agressividades
diferentes, como aqueles de Sphaeropsis sapinea (Fr.:Fr.) Dydo & Sutton in Sutton, em
coniferas (BLODGETT; STANOSZ, 1999). Primers marcadores de polimerase chain
reaction (PCR) além de outras aplica¢des tem sido usados na identifica¢do de patdgenos

como Colletotrichum de Passiflora (AFANADOR-KAFURI et al., 2003).

Inducao de Resisténcia

O emprego da resisténcia genética, para reduzir perdas, tem merecido destaque
no manejo de doencas (TALAMINI et al., 2004), embora a obten¢do dos resultados seja
de médio a longo prazo. Entretanto, plantas possuem mecanismos eficientes de
resisténcia que podem ser acionados ou ativados quando em contato com indutores
(ROMEIRO, 1999), cuja expressdo pode demorar de sete horas até 10 semanas
(OOSTENDOREP et al., 2001; STICHER et al., 1997). A redugéo na suscetibilidade a
futuras infec¢des € conhecida como resisténcia sistémica adquirida (RSA), que ocorre
no local da indug@o ou em tecidos localizados em outras partes da planta (DELANEY,
1997; STICHER et al., 1997). Uma vez ativada a resposta de defesa natural, a protecao
pode durar varias semanas e atuar contra uma faixa ampla de organismos invasores,
como bactérias, fungos, nematdides e virus, conferindo protecdo quantitativa
(STICHER et al., 1997).

A resisténcia das plantas pode ser ativada por indutores bidticos e abidticos
(OOSTENDORP et al., 2001), existindo entre os abidticos os indutores fisicos e

quimicos (WILSON et al., 1994; STICHER et al., 1997). Os mais usados, pela
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disponibilidade no comércio, sdo os quimicos sintéticos (STICHER et al., 1997;
OOSTENDOREP et al., 2001).

A aplicagdo do indutor acibenzolar-S-metil (ASM) e tratamento hidrotérmico em
frutos de mamao, Carica papaya L., reduziram o desenvolvimento de C.
gloeosporioides, cujo resultado foi superior ao observado com aplicacdo de
thiabendazole e tratamento hidrotérmico (BENATO et al., 2002). Em tomateiro,
Lycopersicon esculentum L., o ASM reduziu significativamente a severidade da
requeima, pinta preta, septoriose e mancha bacteriana, além de aumentar a producgéo e
qualidade dos frutos (CASTRO et al., 2001). O indutor jasmonato metilico (JM) quando
aplicado durante trés dias na forma volatil protegeu plantulas de abeto, Picea abies (L.)
Karst., em até 75 % das infec¢des causadas por Pythium ultimum Trow. (KOZLOWSKI
et al., 1998) e o jasmonato aplicado no solo na forma liquida controlou a murcha e a
morte de plantulas de Arabidopsis, causada por P. mastophorum Drechs. (VIJAYAN et
al., 1998). O uso do indutor 4cido DL-B-amino-n-butirico (BABA) protegeu
completamente plantas suscetiveis de alface contra Bremia lactucae Regel (PAJOT et
al., 2001). Porat et al. (1999) conseguiram reduzir a deterioragdo de toranja, Citrus
paradise Mac Fad. cv. Star Ruby, pds-colheita, causada por Penicillium digitatum
(Pers.: Fr.) Sacc., com aplicacdo de dcido jasmdnico e BABA.

Os indutores ASM e BABA ativam genes que produzem proteinas relacionadas
a patogé€nese; quitinase e outras substdncias, a exemplo das fitoalexinas; proteinas
relacionadas as modificacdes morfoldgicas, como aumento da lignificacdo e formacgao
de papila, além de fortalecer a parede celular (JAKAB et al., 2001; PERCIVAL, 2001;
ROMERO et al., 2001). O indutor jasmonato induz o gene PDF1.2, que codifica para

um peptidio antifiingico, o “defensin” (PENNINCKX et al., 1998).
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RESUMO

A antracnose, causada por Colletotrichum gloeosporioides, é a doenca pos-
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colheita mais importantes do maracuja amarelo. Visando conhecer a variabilidade do
patégeno, foram obtidos 33 isolados de trés regides produtoras do Estado de
Pernambuco. Nenhum DNA dos isolados reagiu com os primers de PCR marcadores
para C. gloeosporioides e C acutatum, mas 18 DNAs reagiram com o primer marcador
de PCR para Colletotricum de Passiflora, embora os isolados ndo identificados
geneticamente tenham apresentado caracteristicas morfoldgicas semelhantes as de C.
gloeosporioides. Inoculagdes de maracuja amarelo separaram os isolados em dois
grupos de agressividade: alta (GA-1) e baixa (GA-2), embora a agressividade ndo tenha
se correlacionado com a origem e os morfotipos teleomorfo e anamorfo. Os marcadores
bioquimico (atividade enzimatica amilolitica, celulolitica, lipolitica e proteolitica) e o
fisioldgico (crescimento micelial) separaram os isolados em grupos, mas nido se
mostraram satisfatérios como marcadores para agressividade. As bandas geradas pela
reacdo de 18 primers com os DNAs dos isolados permitiram observar que os isolados
do GA-1 sdo mais proximos geneticamente entre si do que os isolados do GA-2, sendo
possivel dividi-los em dois grupos genéticos que ndo se relacionaram totalmente com os
isolados do GA-1 e GA-2. O marcador banda na posicio 14 em gel de agarose,
resultante das reacdes dos DNAs dos isolados com o primer de RAPD OPA-9,
possibilitou a caracterizagdo de 85,7 % dos isolados do GA-1, com um erro de 15,7 %

ao caracterizar como do GA-1 trés isolados do GA-2, mas sem importancia técnica.

Palavras-chave adicionais: Passiflora edulis f. flavicarpa, antracnose, pos-

colheita, enzima extracelular, PCR, RAPD.



32

ABSTRACT

Identification of Colletotrichum specie from yellow passion fruit and aggressiveness
characterization with biochemical, physiological and genetic markers.

Anthracnose, caused by Colletotrichum gloeosporioides, is the most important
disease of the post harvest yellow passion fruit. To know pathogen variability, were
obtained 33 isolates from three producing regions of Pernambuco State. None DNA
extracted from isolates reacted with C. gloeosporioides and C. acutatum PCR primers
markers, but 18 DNAs reacted with Colletotrichum of Passiflora PCR primer marker,
although isolates not identified genetically showed morphological characteristics similar
to C. gloeosporioides. Yellow passion fruits inoculations showed two isolate groups for
aggressiveness: high (AG-1) and low (AG-2), but aggressiveness did not correlate with
origin and teleomorphic and anamorphic morphotype. The biochemical (amilolytic,
celullolytic, lypolytic and proteolytic enzymatic activities) and physiological (micelial
growth) markers separated isolates in groups, but they were not a satisfactory makers to
aggressiveness. Bands produced by reaction of 33 DNAs with 18 primers showed that
AG-1 isolates are more related to each other than AG-2 isolates, being possible to
separate isolates in two genetic groups, which not totality related with AG-1 and AG-2
isolates. The reactions of the RAPD OPA-9 primer with isolates DNA produced bands
in position 14, on agarose gel, which allowed characterization of the 85.7 % of AG-1
isolates, showing error of 15.7 % by including three isolates from AG-2 into AG-1, but

without technique importance.
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INTRODUCAO

Uma das doengas mais importantes do maracujazeiro amarelo, Passiflora edulis
Sims. f. flavicarpa Deg. (Trindade et al., 2000), na pds-colheita é a antracnose (Silva &
Durigan, 2000), causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. &
Sac. (Liberato, 2002), apesar de na Coldombia isolados de Passiflora sp. tenham sido
identificados geneticamente como Colletotrichum sp., porque os DNAs ndo reagiram
com os primers de PCR do ITS1 marcadores para C. gloeosporioides e C. acutatum,
mas reagiram com o primer de PCR do ITS1 marcador para Colletotrichum de
Passiflora (Afandor-Kafuri et al., 2003).

A doenga na pés-colheita, expressada por manchas ou podriddes (Peruch, 1998),
resulta de infeccdes quiescentes (Benato, 1999), que levam ao descarte de frutas
(Teixeira, 1995).

Apesar das praticas de manejo integrado para a pré-colheita (Junqueira, 2002) e
pos-colheita (Silva & Durigan 2000), o controle ndo tem sido satisfatério. A planta é
suscetivel a doenga e extensas dreas cultivadas estdo situadas onde as condicdes
climaticas sdo favordveis ao patégeno (Matta, 1982). Fundamentados na baixa
resisténcia observada em seus estudos, Wulff et al. (1994) sugerem investigar cultivares
que expressem menor severidade da doenga. Para Rego et al. (1995) a resisténcia € o
meio mais simples, efetivo e econd6mico no controle de doengas de plantas. Segundo
Rava et al. (1994) o emprego da resisténcia genética tem merecido especial destaque
dentro de um sistema integrado de manejo, visando a redu¢do de perdas.

Como a interacdo entre patégeno e hospedeiro é importante na expressido da
doenca, Denoyes-Rothan ef al. (2003) detectaram dois grupos de patogenicidade entre

isolados de C. acutatum Simmonds em morangueiro, Fragaria X ananassa Duch, e
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tendo em vista a importincia do nivel da viruléncia do patdgeno em um programa de
melhoramento, Denoyes-Rothan er al. (1999) inocularam um isolado mais virulento de
C. acutatum em morangos imaturos destacados na selecdo de quatro gendtipos
resistentes a antracnose.

Couto et al. (2002) demonstraram que a producdo das enzimas extracelulares
com atividades amilolitica, celulolitica, lipolitica e proteolitica em meio sdlido, permitiu
comparar a variabilidade entre isolados de C. musae (Berk & Curtis) von Arx, agente da
antracnose da banana, Musa spp. Lima & Chaves (1992) usaram o crescimento micelial,
entre outras caracteristicas, para estudar a variabilidade de isolados de C. gossypii South
var. cephalosporioides Costa do algodoeiro, Gossypium spp.

Para diferenciar isolados de Coletotrichum obtidos de diversos hospedeiros, os
métodos tradicionais como forma e dimensao de conidios, coloracdo de colonia, taxa de
crescimento micelial e outras caracteristicas, ndo tém sido suficientes (Freeman et al.,
1998). A tecnologia do DNA recombinante permite investigar variagdes genéticas e
genes que controlam a patogenicidade de fungos em plantas (Manners et al., 1992). As
técnicas polymerase chain reaction (PCR), random amplified polymorphic DNA
(RAPD), arbitrarily primed (ap)-PCR e outras t€m sido usadas para determinar com
seguranca a diversidade genética intra e inter especifica de Colletotrichum spp.
(Afanador-Kafuri et al., 2003). Primers de PCR tém sido usados, entre inimeras
finalidades, como marcadores para espécies de Colletotrichum (Afanador-Kafuri et al.,
2003) e primers de RAPD vem sendo usados para identificacdo de isolados de C.
gloeosporioides que se diferenciam pelos sintomas causados na planta hospedeira
(Munaut et al, 1998) e também para caracterizacdo da agressividade de isolados de
Sphaeropsis sapinea (Fr.:Fr.) Dydo & Sutton in Sutton, em coniferas (Blodgett &

Stanosz, 1999).



35

Ao se incluir novos isolados em um programa de resisténcia, o uso de marcador
tem a vantagem de evitar a realizacdo de novos testes de agressividade, os quais
apresentam como inconvenientes a dificuldade de se conseguir quantidade suficiente do
hospedeiro, na condicdo fisiolégica ideal para ser trabalhado e sem residuos de
agrotoxicos, além de demandar tempo para obtencao dos resultados.

Neste trabalho, procurou-se identificar a espécie de Colletotrichum de isolados
de maracuji amarelo, oriundos de trés regides do estado de Pernambuco, com primers
marcadores de PCR; estudou-se a agressividade destes isolados em frutas pds-colheita;
e buscou-se caracterizd-los pela agressividade com marcador bioquimico, através da
producdo de enzimas extracelulares, com marcador fisioldgico, pelo crescimento
micelial; e com marcador genético, usando primer de RAPD de modo que os resultados
obtidos possam subsidiar estudos de melhoramento do maracujazeiro amarelo, visando

resisténcia das frutas a antracnose.

MATERIAL E METODOS

Identificacdo especifica de Colletotrichum isolado de maracuja amarelo com
primers de PCR

Frutas de maracujazeiro amarelo, com sintomas de antracnose, foram coletadas
no més de setembro de 2002, em propriedades agricolas situadas na Zona da Mata
Norte, Zona da Mata Sul e Agreste do estado de Pernambuco. Depois de etiquetadas
foram transportadas para o Laboratério de Patologia Pds-colheita da Universidade
Federal Rural de Pernambuco, onde se realizou o isolamento do patégeno.

As frutas foram lavadas com 4gua e sabdo e secadas com papel toalha. A seguir,

depois de flambadas as lesdes e removidas as epidermes com escalpelo flambado, foram
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retirados fragmentos da drea de transicio da lesdo e plaqueados em meio batata-
dextrose-dgar (BDA). As placas foram incubadas em condi¢des de laboratério, a
temperatura de 25 + 2 °C e sob luz continua. As colonias desenvolvidas resultaram em
33 isolados de Colletotrichum, que foram identificadas com a sigla Cm (Colletotrichum
de maracujd) e preservadas através do método de Castellani (1937). Para uso imediato,
os isolados foram conservados em placas com BDA, mantidas em geladeira, a 4 °C.

Discos de cultura (6 mm de didmetro) dos 33 isolados de Colletotrichum, com
cinco dias de incubagdo a temperatura de 25 + 2 °C e sob luz continua, foram
transferidos individualmente para frascos de Erlenmeyer e cultivados em meio liquido
de batata-dextrose durante cinco dias. A massa micelial produzida foi coletada e lavada
com ADE retirando-se o excesso de umidade com lenco de papel. Foram tomadas
amostras de 120 mg de micélio de cada isolado e depois liofilizadas durante 12 h.

A extragdo do DNA foi conduzida de acordo com o protocolo descrito por
Faleiro et al. (2004) com modificacdes. As modificagdes constaram do aumento de 700
para 800 pl do tampdo de lise e redugio do tempo de incubagdo (70 °C) de uma hora pra
30 min. Na desproteinizacdo, a adicionado de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1 v/v)
passou de 600 para 700 ul e se estabeleceu o volume de retirada do sobrenadante para
700 pl.

Na precipitagdo do DNA, protocolo de Faleiro et al.(2004) modificado,foram
adicionados ao sobrenadante final 14 ul de NaCl 5 M e 500 pl de isopropanol a —20 °C.
Os tubos, depois de agitados por suaves inversdes € mantidos a -20 °C por 2 h, foram
centrifugados como descrito anteriormente. Descartou-se o sobrenadante e o DNA
precipitado foi lavado duas vezes com 300 ul de etanol 70 % (v/v) e seco a temperatura

ambiente. Os 4cidos nucléicos totais foram ressuspendidos em 150 pl de d4gua, contendo
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RNAse na concentracio de 40 pg/ml, e os tubos foram colocados em banho-maria a 37
°C por 1 h para a completa ressuspensio.

Na quantificagdo do DNA seguiu-se o protocolo de Faleiro et al. (2004).

As amostras de DNA dos 33 isolados foram amplificadas pela técnica de RAPD
(Williams et al., 1990). As reacdes de amplificagdo foram feitas em um volume total de
25 ul, contendo Tris-HCI (pH 8,8) 75 mM, (NH4).SO4 20 mM, Tween 20 0,01 %,
MgCl, 1,2 mM, 100 mM de cada um dos desoxinucleotidios trifosfato — dNTPs (dATP,
dTTP, dGTP e dCTP), 0,4 uM de cada um dos dois primers de PCR, quatro unidades da
enzima Taq polimerase e, aproximadamente, 30 ng de DNA. Os pares de primers
usados para identificacdo taxondmica foram do ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
com o do ITS1 GGGGAAGCCTCTCGCGG para C. acutatum, com o do ITS1
GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG para C. gloeosporioides e com do ITS1
GCCGTCCCCTGAAAAG para Colletotrichum de Passiflora sp. (Afanador-Kafuri et
al., 2003). As reagdes de amplificacdo foram efetuadas em termociclador Eppendorf
Mastercycler Gradient, programado da seguinte forma: 94 °C por dois min; 40 ciclos de
94 °C por 15 s, 35 °C por 30 s, 72 °C por 90 s; 72 °C por 7 min; e redugio para 4 °C.
Ap6s a amplificacdo, cada amostra, depois da adicdo de 3 pl de uma mistura de azul de
bromofenol (0,25 %) e glicerol (60 %) em agua, foi aplicada nos pocos de um gel de
agarose (1,2 %) submerso em tampao TBE (Tris-Borato 90 mM, EDTA 1 mM). A
separagdo eletroforética dos fragmentos foi realizada em 3 h, a 100 volts. Ao término da
corrida, os géis foram corados com brometo de etidio e fotografados sob luz ultravioleta

para evidenciar as bandas formadas.
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Estudo da agressividade dos isolados de Colletotrichum spp. em maracuja amarelo

Frutas sadias de maracujazeiro amarelo, em fase intermedidria de maturacio,
procedentes de Petrolina, PE, foram lavadas com dgua e sabdo, tratadas com solucio de
hipoclorito de sédio a 1,5 %, por dois min, lavadas por duas vezes em 4gua destilada
esterilizada (ADE) e secas com papel toalha (Lima Filho et al., 2003).

O indculo, com cinco dias de incubagdo, constituiu-se de discos de cultura (6
mm de didmetro) dos 33 isolados de Colletotrichum spp.

As frutas receberam ferimentos em quatro locais eqiiidistantes um do outro, com
um perfurador (cinco pontas, abrangendo 5 mm de diadmetro e profundidade de 2 mm)
flambado e, sobre os ferimentos, depositou-se discos de culturas de isolados diferentes.
Cada fruta foi colocada em camara timida por 48 h, constituida de um saco pléstico
contendo no interior goticulas de ADE. No tratamento testemunha foi colocado sobre o
ferimento disco de BDA. As avaliacdes foram realizadas sete dias apds a inoculagao,
medindo-se o didmetro da lesdo (DL), expresso em mm, com paquimetro, em dois
sentidos perpendiculares. O reisolamento foi efetuado para comparar as coldnias obtidas
com aquelas utilizadas como in6culo. O desenho experimental foi inteiramente
casualizado, com cinco frutas para cada isolado, que constituiram as repeti¢des. Foi
realizada a anédlise de variancia dos dados e os isolados foram agrupados pelo teste de
Scott-Knot (P=0,05), depois de verificada a homogeneidade da varidncia pelo teste de

Bartlet.

Caracterizacio da agressividade dos isolados de Colletotrichum spp. através da
producao de enzimas hidroliticas extracelulares e pelo crescimento micelial
Discos de cultura (6 mm de didmetro) de cada um dos 33 isolado de

Colletotrichum spp., com cinco dias de crescimento em BDA, foram retirados da borda
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das coldnias e transferidos, individualmente, para o centro de placas de Petri, contendo
um dos meios especificos as atividades amilolitica, celulolitica, lipolitica, proteolitica e
pectinolitica, e também ao crescimento micelial. As placas foram incubadas a 25 + 2 °C
e sob luz continua. Os procedimentos adotados para testar a habilidade dos isolados em
degradar amido, lipidio e pectina em meio dcido foram realizados conforme
metodologia descrita por Hankin & Anagnostakis (1975), para degradar celulose por
Neirotti & Azevedo (1988) e para degradar proteina por Barbosa (1998).

O crescimento micelial dos isolados foi avaliado em meio de cultura BDA,
distribuido em placas de Petri. Depois da inoculacéo, o meio foi incubado durante seis
dias.

Em cada ensaio utilizou-se o delineamento experimental inteiramente
casualizado, com cinco repeticdes, por tratamento. Os halos de degradagcdo dos
substratos e o crescimento micelial em BDA foram avaliados por duas medigdes
perpendiculares, expressas em mm, com auxilio de régua milimetrada. Foi realizada a
andlise de variancia dos dados e as médias foram agrupadas pelo teste de Scott-Knot
(P=0,05). Também foi estudada a correlagdo destes dados com os de agressividade,

usando-se o método de Pearson.

Caracterizacdo da agressividade dos isolados de Colletotrichum spp. com primers
de RAPD

Para a identificacdo dos marcadores RAPD capazes de caracterizar a
agressividade dos isolados de Colletotrichum, foi usada a mesma metodologia descrita
no primeiro item de Material e Métodos. Foram tomadas aliquotas dos DNAs extraidos
e no preparo das reacdes de amplificacdo foram utilizados 18 primers decameros,

resultantes de uma selecdo prévia: OPA-2, OPA-3, OPA-9, OPA-10, OPA-11, OPA-12,
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OPA-13, OPH-4, OPH-5, OPH-7, OPH-8, OPH-9, OPH-15, OPH-18, OPM-15, OPN-4,
OPN-14 e OPP-19 (Operon Technologies Inc., Alameda, CA, EUA).

O estudo da associagdo de marcas moleculares com a caracteristica fenotipica
agressividade, foi realizado através da andlise de regressao linear multipla, da varidvel
fenotipica em funcdo das varidveis moleculares (marcadores RAPD), usando o método
de selec¢do por etapa, o Stepwise — PROC REG (SAS Institute, 1998), com o nivel de 1
% de probabilidade para inclusdo e preservagdo das varidveis no modelo.

O estudo das distancias genéticas foi realizado partindo-se da matriz 1 — indice
de Jaccard (Cruz, 2000), constituida com a consideragdo das varidveis moleculares;
utilizando a reducdo de dimensdes por Multidimensional Scaling — MDS/SAS (SAS
Institute, 1998); e através da representagdo grafica por SAS G3D (SAS Institute, 1998),
considerando como referencial para mostrar a dispersao dos isolados lesdes superiores e
inferiores a 12,00 mm estabelecidas pelo teste de Scott Knott.

Para o agrupamento dos isolados foi usado o procedimento Cluster Analyses
(SAS Institute, 1998), modelo Centréide, a partir da matriz de distdncias 1 — indice de

Jaccard (Cruz, 2000), construida com a considerago das varidveis moleculares.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Identificacdo especifica de Colletotrichum isolado de maracuja amarelo com
primers de PCR

A coleta de frutas com antracnose permitiu obter 33 isolados de Colletotrichum,
dos quais 18 foram provenientes do Agreste, sete da Zona da Mata Sul e oito da Zona

da Mata Norte.
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Os DNAs dos isolados de Colletotrichum nao reagiram com os primers de PCR
marcadores para C. acutatum (Figura 1A) e C. gloeosporioides (Figura 1B), mas os
DNAs dos isolados Cml, Cm2, Cm4, Cm5, Cm6, Cm7, Cm8, Cm11, Cm12, Cml3,
Cml4, Cml16, Cml7, Cm20, Cm23, Cm27, Cm28 e Cm29 reagiram com o primer
marcador para Colletotrichum de Passiflora (Figura 1C), e por este motivo serdo
considerados como Colletotrichum sp., permanecendo os demais isolados sem
identificagdo genética (Figura 1C). Resultados semelhantes foram obtidos por
Afanador-Kafuri et al. (2003). Entretanto, as caracteristicas morfoldgicas como
coloracdo de coldnia e forma de conidios dos isolados nao identificados geneticamente,
assemelharam-se as de C. gloeosporioides.

Além do primer de PCR marcador para C. gloeosporioides usado por Afanador-
Kafuri et al. (2003), existe outro, também gerado do ITS1, com a seqiiéncia
GACCCTCCCGGCCTCCCGCC utilizado por Xiao et al. (2004) como marcador para
isolados de C. gloeosporioides do morangueiro. Com base neste conhecimento, se for
realizado um estudo do sequenciamento dos nucleotideos da regido ITS1-2 dos isolados
que ndo reagiram com os trés primers de PCR marcadores testados, pode revelar uma ou
mais de uma seqiiéncia que justifique a sintese de outros primers de PCR do ITS1 que
seriam capazes de reagir com os isolados nao identificados. Pode-se também comparar
estas seqii€ncias com aquelas de outras espécies de Colletotrichum, como fizeram
Afanador-Kafuri et al. (2003) em estudos de identificacio de espécies de

Colletotrichum de diversos hospedeiros.

Estudo da agressividade dos isolados de Colletotrichum spp. em maracuja amarelo
Os 33 isolados de Colletotrichum spp., que englobam os isolados identificados

geneticamente como Colletotrichum sp. e os outros isolados ndo identificados, quando
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inoculados em maracujd amarelo mostraram agressividade variada, através de lesdes
com didmetros estatisticamente diferentes, o suficiente para separa-los em dois grupos
de agressividade: alta (GA-1) e baixa (GA-2) (Tabela 1). O género Colletotrichum é
notoriamente varidvel em relacdo a determinadas caracteristicas (Bryson et al., 1992) e
a agressividade € uma delas, demonstrada com diversas espécies como C. graminicola
(Ces.) Wilson, na cultura do sorgo, Sorghum bicolor (L.) Moench (Costa et al., 2003) e
C. gloeosporioides, em cebola, Allium cepa L. (Assuncdo, 1997).

Quanto a origem, foram encontrados isolados provenientes de cada uma das
regides amostradas, nos dois grupos de agressividade (Tabela 1). Assunc¢do (1997)
também nao detectou agressividade diferenciada em isolados de C. gloeosporioides, da
cebola, com relacdo as suas origens, assim como Lima & Chaves (1992) nao
observaram relagcdo entre a viruléncia dos isolados de C. gossypii var.
cephalosporioides, do algodoeiro, e suas respectivas origens geograficas.

As culturas reisoladas foram iguais aquelas usadas como inéculo. Tanto nas
frutas inoculadas como em meio de cultura o isolado Cm5, origindrio da Zona da Mata
Norte, e os isolados Cmll, Cml15, Cm16, Cm18, Cm21 e Cm23, originarios do
Agreste, produziram peritécios, que evidencia o homotalismo, e os outros isolados
produziram acérvulos, que faz supor o heterotalismo. Nenhum isolado da Zona da Mata
Sul produziu peritécio e, possivelmente, sdo heterotilicos. Tanto os isolados
teleomorficos como os anamérficos apresentaram-se nos dois grupos de agressividade
(Tabela 1). A reproducdo sexuada e a recombinag¢io constituem o principal fator que
contribui para a variabilidade genética observada em populagdes de fungos, como a de
C. gloeosporioides (Freeman et al., 1998). Entretanto, Casela et al. (1996) tém
demonstrado a alta variabilidade de C. graminicola em sorgo, apesar de reconhecerem

que a reproducgio deste patdégeno seja predominantemente assexuada.
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Caracterizacio da agressividade dos isolados de Colletotrichum spp. através da
producao de enzimas hidroliticas e do crescimento micelial

Todos isolados apresentaram atividade enzimatica hidrolitica extracelular para
degradacao de amido, cujo halo se apresentou translicido com coloragdo amarelada em
torno da colonia; para degradacdo da celulose, na forma de halo opaco e estreito em
torno da coldnia; para a degradagcdo de proteina, como halo translicido em torno da
colénia; e, a exce¢do do isolado Cml9, um possivel mutante, todos os outros
degradaram lipidio, cujo halo em torno da col6nia se evidenciou na forma de
precipitado. Houve diferenca estatistica na produg@o de enzimas entre isolados, os quais
foram agrupados de acordo com o didmetro dos halos desenvolvidos, nos respectivos
meios especificos (Tabela 2). Entretanto a metodologia usada neste trabalho ndo
permitiu a deteccdo da atividade pectinolitica.

Lima Filho et al. (2003) observaram que os isolados de Colletotrichum de cinco
fruteiras, incluindo o maracuji, apresentaram atividades amilolitica, celulolitica,
lipolitica e proteolitica, que variaram estatisticamente entre os isolados. Couto et al.
(2002) obtiveram resultados semelhantes com C. musae da banana.

Assis (2001) observou diferenca entre isolados de C. gloeosporioides, da manga,
Mangifera indica L., quanto a atividade amilolitica e proteolitica, mas ndo para a
celulolitica, devido possivelmente ao curto periodo de incubag¢io usado, que foi de cinco
dias, isto porque Lima (2000) conseguiu demonstrar que C. graminicola do milho, Zea
mays L., apresentou esta atividade 15 dias apds incubacdo. No presente trabalho, C.
gloeosporioides apresentou atividade celulolitica cinco dias apds incubacdo, embora

com halo pequeno, mas suficiente para caracteriza¢do dos isolados.
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No estudo do crescimento micelial em BDA, os isolados se comportaram
estatisticamente diferentes e foram agrupados pelo tamanho da coldnia (Tabela 3). Lima
& Chaves (1992) também encontraram resultados semelhantes com C. gossypii var.
cephalosporioides do algodoeiro.

Os halos de degradac@o do amido, lipidio e proteina, e o crescimento micelial
correlacionaram-se negativamente com agressividade, cujos respectivos coeficientes de
correlacdo (r) foram -0,27110, -0,25472, -0,29296, -0,30107, embora o halo de
degradacg@o da celulose nio tenha se correlacionado ao apresentar r = -0,07118. Porém,
os valores de r foram demasiadamente baixos e ndo permitiram o desenvolvimento de
modelos que ajudassem explicar o tamanho da lesdo no maracuja amarelo, em funcio
do tamanho do halo de degradagdo em um meio especifico ou pelo tamanho da col6nia
em BDA. O valor de 48,6 % do CV no teste de agressividade pode ter contribuido para
os baixos valores de r, embora o teste de Bartlet tenha mostrado a homogeneidade das
varidncias. Em experimentos futuros, recomenda-se aumentar o nimero de repeti¢des
para reduzir o valor do CV.

Couto et al. (2002) encontraram correlacio positiva, r (Pearson) = 0,8072, entre
a atividade amilolitica e o tamanho das lesdes causadas pelos isolados de C. musae.
Outro resultado conflitante com aqueles obtidos no presente trabalho, foi a correlagdo
positiva observada por Lima & Chaves (1992), entre crescimento micelial de C.
gossypii var. cephalosporioides e o indice de doenga no algodoeiro. A diferenca entre as
estratégias da patog€nese de cada uma destas espécies talvez possa explicar esse
conflito de resultados, visto que a espécie C. gloeosporioides exibe infeccdo inicial
biotréfica intercelular, que pode se manifestar como hemibiotréfica intracelular,
intramural subcuticular e também estes dois tipos de infec¢do, a depender da cultura

hospedeira. A fase necrotréfica, responsdvel pelo desenvolvimento dos sintomas,
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envolve o crescimento extensivo através do tecido do hospedeiro, no interior das
células, nas paredes celulares e através delas, e no espaco intercelular. Todas as espécies
de Colletotrichum produzem uma faixa ampla de enzimas, capazes de destruir os
componentes estruturais dos tecidos da planta e algumas enzimas que podem matar as
células (Bailey et al., 1992). O fungo atua na busca por nutrientes, degradando vérias
substancias como celulose, lipoproteinas, e entre outras o amido, para atender aos
requerimentos exigidos as suas atividades fisiolégicas. E nesta fase que pode haver
diferencas entre as espécies, no requerimento de amido, para o desenvolvimento da
patogénese. Esta explicagdo também € valida para o crescimento micelial, uma vez que
o meio utilizado continha amido de batata.

De acordo com Bailey et al. (1992), as enzimas que degradam polimeros de
pectina atuam no estabelecimento das infeccdes de espécies de Colletotrichum e no
maceramento dos tecidos. A auséncia de atividade pectinolitica dos isolados de
Colletotrichum spp. do maracuja amarelo € um indicativo de que a metodologia usada
neste trabalho ndo tenha sido adequada para detectar a atividade enzimética pectinolitica

do patdgeno.

Caracterizacdo da agressividade dos isolados de Colletotrichum spp. com primers
de RAPD

As reagdes dos 18 primers selecionados com os 33 DNAs dos isolados geraram
250 bandas polimérficas, as quais permitiram estabelecer dois grupos de isolados,
diferentes geneticamente (Tabela 4). Os isolados Cml17, Cml18 e Cm30, apesar de
pertencerem ao GA-1, foram agrupados geneticamente com aqueles do GA-2
agressividade baixa. Por outro lado, os isolados Cm2, Cm27, Cm29 e Cm9 do GA-2

agruparam-se geneticamente com os isolados do GA-1. No estudo das distancias



46

genéticas (Figura 2), observou-se que quatro isolados do GA-2 encontraram-se
préoximos do GA-1 e trés isolados do GA-1 estavam préximos do GA-2. Entretanto, de
modo geral, os isolados do GA-1 apresentaram-se mais proximos entre si do que os
isolados do GA-2. A separacdo dos 33 isolados em dois grupos diferentes
geneticamente confirma a diversidade genética de C. gloeosporioides, também
observada por Assis (2001) em isolados de manga e por Assungdo (1997) em isolados
de cebola.

O polimorfismo das bandas ndo foi suficiente para separar os isolados em grupos
por origem (Tabela 4). Este mesmo resultado foi obtido por Assuncio (1997), embora
Swart (1999) tenha conseguido agrupar isolados de C. gloeosporioides de diferentes
dreas de produgao com base em padrdes de bandas de RAPD.

A busca de um modelo que pudesse explicar a agressividade através de
marcadores RAPD, usando andlise de regressdo do tipo stepwise, evidenciou trés
marcadores que, juntos, explicam 73,3 % da agressividade, visto que o R* acumulado
foi 0,733 (Tabela 1).

O primeiro marcador, observado na posi¢do 14 no gel de agarose (Figura 3A),
foi gerado pela reacdo do primer OPA-9 com os DNAs dos isolados Cm17, Cm20,
Cml19, Cm3, Cml, Cml2, Cml10, Cm13, Cm31, Cm23, Cm6, Cm32 (GA-1), Cm2,
Cm27 e Cm29 (GA-2), e apresentou R? = 0,506 (Tabela 4), explicando 50,6 % do
modelo matematico para agressividade. Porém este marcador ao excluir os isolados
Cml18 e Cm30 (AG-2), possibilitou a caracterizacao de 85,7 % dos isolados do GA-1,
com um erro de 15,7 % ao caracterizar como pertencentes ao GA-1 trés isolados do GA-
2. A exclusdo de dois isolados do GA-1 e a inclusdo de trés isolados do GA-2 na

caracterizagdo de isolados do GA-1 ndo teria muita importdncia em um programa de
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melhoramento, visto que os valores das lesdes causadas por estes isolados estdao
préximos do menor valor de lesdo causado pelo isolado do GA-1.

O segundo marcador, detectado na posi¢cdo nove no gel de agarose (Figura 3B),
foi produzido pela reag¢do do primer OPN-14 com os DNAs dos isolados Cm15 e Cm22
(GA-2), e apresentou R2:0,139, fazendo com que o modelo matemaético explicasse 64,5
% da agressividade. Entretanto, estes dois isolados foram caracterizados como
pertencentes ao GA-2 pelo primeiro marcador. Dessa forma ficou demonstrado que o
segundo marcador ndo contribuiu para melhorar o desempenho do primeiro marcador.

O terceiro marcador, identificado na posicao sete no gel (Figura 3C), foi gerado
pela reacdo do primer OPH-18 com os DNAs dos isolados Cm17, Cm18, Cm30, Cm7,
Cml5, Cm25, Cm22, Cm8, Cm16, Cm26, Cm11, Cm5 e Cm21, e gerou R? = 0,088,
contribuindo para o modelo matemadtico explicar 73,3 % da agressividade. Este
marcador teve como principal desvantagem caracterizar os isolados Cm17, Cml8 e
Cm30 como pertencentes ao GA-2, quando de fato pertencem ao GA-1, principalmente
o isolado Cm17 que é o mais agressivo.

Nenhum outro marcador contribuiu para melhorar o desempenho do primeiro
marcador, na tentativa de caracterizar os isolados quanto a agressividade, ficando
descartado o uso do modelo matemadtico para explicar a agressividade com uso dos
marcadores de RAPD testados. Marcadores de RAPD foram eficientes para caracterizar
isolados agressivos como os de Fusarium graminearum Schwabe do trigo, Tritium
aestivum L., e do triticale, hibrido de Tritium sp. X Secale cereale L. (Angelotti et al.,
2004), de Alternaria macrospora Zimermm. do algodoeiro (Cassetari Neto et al., 2003)
e de S. sapinea de coniferas (Blodgett & Stanosz, 1999), mas ndo permitiram
caracterizar isolados agressivos de C. gloeosporioides de manga e da cebola (Assis,

2001; Assuncao, 1997).
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A - Primer ITS 1 (5 - GGGGAAGCCTCTCGCGG - 3’)
1720 1903 01 1210 13 18 30 312306 32 0702 27 1525 292208 16 14 33 040924 2826 11 05 21

B - Primer ITS 1 (5° - GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG - 3’)

17 201903 01 121013 18 303123 0632 07 02 27 152529 2208 16 14 33 04 09 24 28 26 11 05 21

C - Primer ITS 1 (5° - GCCGTCCCCTGAAAAG - 3")

17 2019 03 01 121013 1830 31230632 07 0227 15 25292208 16 14 33 04 0924 28 26 11 05 21

Fig 1 — Resultado das reagdes dos DNAs de 33 isolados de Colletotrichum spp. com

primers de PCR marcadores para: A - Colletotrichum. acutatum; B — Colletotrichum.

gloeosporioides; e C — Colletotrichum de Passiflora
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TABELA 1 - Agrupamento de isolados de Colletotrichum spp., provenientes de trés regides do
estado de Pernambuco, pela agressividade em maracuja amarelo, Passiflora edulis f. flavicarpa,

expressa pelo didmetro da lesdo. Outubro de 2002.

Isolado Regiao de origem1 Didmetro de lesdo” (mm) Grupoo de
agressividade
Cml7 AGR 19,10° a 1
Cm20 AGR 18,46 a 1
Cml19 AGR 17,52 a 1
Cm03 ZMS 17,08 a 1
CmO1 ZMS 16.68 a 1
Cml2 AGR 16,32 a 1
Cml0 ZMS 16,02 a 1
Cml3 AGR 15,28 a 1
Cml8 AGR 14,92 a 1
Cm30 ZMN 14,42 a 1
Cm31 ZMN 14,06 a 1
Cm?23 AGR 13,44 a 1
CmO06 ZMN 13,32 a 1
Cm32 ZMS 12,66 a 1
CmO07 ZMN 11,78 b 2
Cm02 ZMS 11,74 b 2
Cm27 AGR 11,54 b 2
Cml5 AGR 11,20 b 2
Cm?25 AGR 11,20 b 2
Cm29 ZMN 10,90 b 2
Cm?22 AGR 10,80 b 2
CmO08 ZMN 10,32 b 2
Cml6 AGR 10,14 b 2
Cml4 AGR 10,12 b 2
Cm33 ZMS 9,70 b 2
Cm04 ZMN 9,64 b 2
Cm09 ZMS 9,00 b 2
Cm24 AGR 8,82 b 2
Cm28 AGR 772 b 2
Cm26 AGR 7,70 b 2
Cmll AGR 6,64 b 2
Cm05 ZMN 6,12 b 2
Cm21 AGR 3,88 b 2

! AGR=Agreste, ZMS=Zona da Mata Sul, ZMN=Zona da Mata Norte;
* Média de cinco repeticdes;
? Médias seguidas de mesma letra nio diferem pelo teste de Scott-Knott (P=0,05). CV=48,6 %
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TABELA 2 — Atividades amilolitica, celulolitica, lipolitica e proteolitica de Colletotrichum

sp. em substratos sélidos especificos.

Atividade
Amilolitica’ Celulolitica® Lipolitica3 Proteolitica®
5 5 5 5
Isolado Halo Isolado Halo Isolado Halo Isolado Halo
(mm) (mm) (mm) (mm)
Cml6 549 A Cm22 6,6 A Cm08 46,7 A Cmll1 59,6 A
Cml5 52,4 B Cml7 53 B Cm33 46,4 A Cml6 58,3 A
Cmll1l 519 B Cm24 49 C Cmll1 45,6 A Cml8 58,2 A
Cml8 51,3 B Cm23 4,8 C Cml4 454 A Cm08 58,0 A
Cm?25 50,6 C Cm21 4,7 C Cml8 450 B Cm05 57,2 B
CmO08 49,8 C Cm03 4,6 C Cml6 449 B Cm21 56,5 B
CmO05 48,6 D Cm30 4,6 C Cm05 442 B Cm23 55,5 B
Cm26 48,3 D Cml1 42 D Cml5 439 B Cm26 53,0 C
Cm25 47,9 D CmO07 4,0 D Cm21 434 C Cm25 524 C
Cm33 474 D Cml5 4,0 D Cm30 434 C Cml5 52,2 C
Cm30 46,8 E Cml8 4,0 D Cm23 430 C Cm33 495 D
CmO04 46,3 E Cm25 4,0 D Cm28 429 C Cm30 48,0 E
Cm21 46,3 E Cm04 3,7 D CmO07 424 C Cm04 472 E
CmO07 44,7 F Cm31 3,7 D Cm22 424 C CmO07 45,2 F
Cml4 445 F Cm05 35 E Cm26 424 C Cm28 440 F
Cm22 445 F CmO06 3,4 E Cm25 40,6 D Cml4 43,6 F
Cm28 412 G Cm08 34 E Cm04 39,5 D Cm22 414 G
Cml7 38,8 H Cm26 34 E Cml7 39,4 D Cml7 38,6 H
Cm20 34,8 1 Cml6 33 E Cm02 37,7 E Cm03 358 1
Cm31 34,6 1 Cml4 32 E CmO06 37,4 E Cm31 34,6 1
Cm?29 34,2 1 Cml3 25 F CmO1 36,5 F CmO1 31,1 )
Cm27 34,1 1 Cm20 25 F Cm32 36,0 F CmlO0 30,9 J
Cml3 3351 Cm?29 25 F Cm03 359 F Cm09 30,4 J
Cml2 32,711 Cm27 24 F Cm24 348 G CmO06 30,0 K
Cml0 31,8 J Cml2 23 F Cm20 344 G Cm32 299 K
Cm24 31,8 J CmO1 2,1 G Cm31 343 G Cm20 29,6 K
Cm09 31,3 ) Cm32 2,1 G Cml0 339 G Cm02 29,0 K
Cml9 30,5 K Cml9 20 G Cm09 33,7 G Cml3 28,9 K
CmO03 29,8 K Cm02 1,9 G Cm?29 335 G Cml2 28,0 L
Cm02 293 L Cm09 1,9 G Cml3 329 H Cm27 28,0 L
Cm06 28,4 L Cm33 1,8 G Cml2 32,7 H Cml19 27,6 L
CmO1 26,3 M Cml0 1,7 G Cm27 309 1 Cm24 273 L
Cm32 23,2 N Cm28 1,7 G Cml9 0,0 7] Cm29 26,5 L
"'CV 2.8 %;
2CV 11,6 %;
*CV 3,0 %;
*CV 2,9 %;

> Média resultante de cinco repeti¢des; valores acompanhados com mesma letra na vertical
ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott (p=0,05).
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TABELA 3 — Crescimento micelial de Colletotrichum sp. em meio de BDA, seis dias apds

inoculagdo.

Isolado Diametro da colénia' (mm) Isolado Didmetro da colénia' (mm)
Cm21 83,6 a Cml7 62,3 d
CmO08 82,7 a Cm31 58.5 ¢
Cm33 82,2 a CmO1 554 f
Cml8 81,7 a CmO03 554 f
CmO05 81,4 a Cml2 55,0 f
Cml5 81,1 a Cm02 54,6
Cml6 81,1 a Cm06 54,6
Cm23 80,7 a Cm20 543 f
Cmll 80,2 a Cm27 530 g
Cml4 79,6 b Cml19 52,6 g
Cm22 79,5 b Cm24 52,6 g
Cm26 780 b Cm09 524 ¢
Cm07 769 b Cml0 519 g
Cm25 76,8 b Cml3 51,8 g
Cm30 70,9 ¢ Cm29 51,0 g
Cm04 70,6 ¢ Cm32 46,2 h
Cm28 63,5 d

' Média de cinco repeticdes; CV 4,1 %; valores acompanhados com mesma letra na vertical nio
diferem pelo teste de Scott Knott (p=0,05)
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FIG 2 - Distancias entre 33 isolados de Colletotrichum spp. determinadas pelo método
Multidimensional Scaling, utilizando 250 marcadores RAPD e agressividade referencial com

diametro de lesdo superior a 12,00 mm.
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TABELA 4 - Agrupamento de isolados de Colletotrichum spp., pela agressividade em maracuja
amarelo, Passiflora edulis f. flavicarpa, e pelo caridter genético e caracterizagdo da

agressividade com marcadores RAPD.

I Diametro de Grupo de Grupo Marcador’
solado -1 . . s 2
lesdo” (mm) agressividade genético A9P14* N14P9° HI18P7°
Cm17 19,10 1 2 1 0 1
Cm20 18,46 1 1 1 0 0
Cm19 17,52 1 1 1 0 0
Cm03 17,08 1 1 1 0 0
CmoO1 16.68 1 1 1 0 0
Cml2 16,32 1 1 1 0 0
Cm10 16,02 1 1 1 0 0
Cml3 15,28 1 1 1 0 0
Cm18 14,92 1 2 0 0 1
Cm30 14,42 1 2 0 0 1
Cm31 14,06 1 1 1 0 0
Cm?23 13,44 1 1 1 0 0
Cm06 13,32 1 1 1 0 0
Cm32 12,66 1 1 1 0 0
Cm07 11,78 2 2 0 0 1
Cm02 11,74 2 1 1 0 0
Cm?27 11,54 2 1 1 0 0
Cml5 11,20 2 2 0 1 1
Cm25 11,20 2 2 0 0 1
Cm29 10,90 2 1 1 0 0
Cm22 10,80 2 2 0 1 1
CmO08 10,32 2 2 0 0 1
Cml6 10,14 2 2 0 0 1
Cml4 10,12 2 2 0 0 0
Cm33 9,70 2 2 0 0 0
Cmo04 9,64 2 2 0 0 0
Cm09 9,00 2 1 0 0 0
Cm24 8,82 2 2 0 0 0
Cm28 7,72 2 2 0 0 0
Cm26 7,70 2 2 0 0 1
Cmll 6,64 2 2 0 0 1
Cm05 6,12 2 2 0 0 1
Cm?21 3,88 2 2 0 0 1

' Média de cinco repeticdes;

* Baseado em marcadores RAPD, com uso do programa Cluster Analysis;

? Banda produzida pela reacdo dos primers OPA-9, OPN-14 ¢ OPH-18 com os DNAs dos
isolados, detectadas em gel de agarose nas posicdes 14, 9 e 7, respectivamente; 1, presenga
de banda e 0, auséncia;

*R%0,506 e Prob > F 0,0001, na regressdo Step Wise;

> R%0,645 e Prob > F 0,0001, na regressdo Step Wise, incluindo A9P14;

®R%0,733 e Prob > F 0,0001, na regressdo Step Wise, incluindo A9P14 e N14P9.
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A — Primer OPA-9 (5’- GGGTAACGCC-3")
172019 0301 12 1013 18 303123 0632 07 0227 15252922 08 16 14 3304 09242826 1105 21

B — Primer OPN-14 (5’- TCGTGCGGGT -3°)
172019 03 01121013 18 30 3123 0632 070227 15 25 292208 16 1433 04 09 24 28 26 1105 21

C — Primer OPH-18 (5’- GAATCGGCCA - 3")
17 2019 0301 1210 1318 303123 063207 0227 15 2529 2208 16 14 33 04 0924 28 26 11 05 21

FIG. 3 — Produtos de amplificacio de DNA gendmico de 33 isolados de
Colletotrichum spp. com primers de RAPD: A — OPA-9, bandas marcadoras na posi¢dao
14 do gel de agarose (seta), que caracterizam os isolados 17, 20, 19, 03, 01, 12, 10 13,
31, 23, 06, 32, 02, 27 e 29; B — OPN-14, bandas marcadoras na posi¢cdo 9 (seta), que
caracterizam os isolados 15 e 22; C — OPH-18, bandas marcadoras na posicdo 7 (seta),

que caracterizam os isolados 17, 18, 30, 07, 15, 25, 22, 08, 16, 26, 11, 05 e 21.
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ALMEIDA, L.C.C. & COELHO, R.S.B. Efeito de indutores quimicos no controle da

antracnose do maracuja amarelo. Fitopatologia Brasileira.

RESUMO

Uma das doencas mais importantes do maracujd amarelo € a antracnose, causada por
Colletotrichum gloeosporioides. Foram testados como indutores de resisténcia sist€émica

o acibenzolar-S-metil (ASM), o 4cido DL-B-amino-n-butirico (BABA) e o jasmonato

‘Parte da tese de doutorado do primeiro autor. Universidade Federal Rural de

Pernambuco (2005)

“Bolsista do CNPq e pesquisa financiada pela UFRPE e CNPq.
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metilico (JM) para a expressdo de genes de defesa, objetivando reduzir as perdas de
frutas provocadas por esta doenca. ASM e JM, nas concentrac¢des de 12,5; 25,0; 50,0; e
100,0 ppm, e BABA, nas concentra¢des de 50; 100; 500; e 1000 ppm, ndo reduziram a
germinagdo de conidios de Colletotrichum sp., mas BABA e JM parece ter efeito
contrario. O crescimento micelial foi reduzido por ASM e JM e estimulado por BABA.
A imersdo de maracuja amarelo em suspensdes de ASM (100 ppm), JM (100 ppm) e
BABA (1000) e também em &gua, seguida de inoculacdo com Colletotrichum sp. 24
horas apds, ndo resultou em controle da doencga.

Palavras-chave adicionais: acibenzolar-S-metil, 4cido DL-B-amino-n-butirico,

jasmonato metilico e resisténcia sist€mica adquirida.

ABSTRACT
Effect of chemical inducers on anthracnose disease control of post harvested yellow
passion fruits.

The most important post harvest disease of the yellow passion fruit is
anthracnose, caused by Colletotrichum gloeosporioides. Acibenzolar-S-methyl (ASM),
DL-B-amino-n-butyric acid (BABA) and methyl jasmonato (MJ) chemical inducers
were tested to induce systemic resistance through activation of defenses genes, aiming
to reduce losses caused by anthracnose disease. ASM and MJ, at 12.5, 25.0, 50.0 and
100.0 ppm concentrations, and BABA, at 50, 100, 500 and 1000 ppm concentrations,
did not reduce Colletotrichum conidia germination, but BABA and MJ probably they
stimulated conidia germination. The micelial growth was reduced by ASM and MJ and
was stimulated by BABA. Yellow passion fruits immersed in ASM (100 ppm), BABA
(1000) and MJ (100 ppm) suspensions and also immersed in water, followed by

Colletotrichum sp. inoculation 24 hours after treatment, did not control the disease.
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INTRODUCAO

O maracujazeiro amarelo Passiflora edulis Sims. f. flavicarpa Deg., espécie
mais cultivada no Brasil (Trindade et al., 2000), é suscetivel a antracnose causada por
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. (Liberato, 2002) e por
Colletotrichum sp. (Afanador-Kafuri et al., 2003), em dareas onde as condic¢des
climaticas sdo favordveis ao patdgeno (Matta, 1982), apesar das recomendacdes de
manejo na pré-colheita (Junqueira, 2002). Na pds-colheita, embora exista pacote
tecnoldégico para o manejo, esta doenga € a mais importante (Silva & Durigan, 2000),
visto que os sintomas, na forma de manchas ou de podriddes (Peruch, 1998), se
manifestam de infec¢Ges quiescentes provenientes da pré-colheita (Benato, 1999),
levando frutas ao descarte (Teixeira, 1995).

O emprego da resisténcia genética, para reduzir perdas, tem merecido destaque
dentro do manejo de doencas (Talamini ef al., 2004), embora a obten¢do dos resultados
seja de médio a longo prazo. Entretanto, as plantas possuem mecanismos eficientes de
resisténcia que podem ser acionados ou ativados quando em contato com indutores
(Romeiro, 1999), cuja expressio pode demorar de sete horas até 10 semanas
(Oostendorp et al., 2001; Sticher et al., 1997). A redugdo na suscetibilidade a futuras
infec¢des € conhecida como resisténcia sistémica adquirida (RSA), que ocorre no local
da indug@o ou em tecidos localizados em outras partes da planta (Delaney, 1997; Sticher
et a.l, 1997). Uma vez ativada a resposta de defesa natural, a protecido pode durar varias
semanas e atuar contra uma faixa ampla de organismos invasores, como bactérias,
fungos, nematéides e virus, conferindo protecdo quantitativa (Sticher et al., 1997).

A resisténcia das plantas pode ser ativada por indutores bidticos e abidticos

(Oostendorp et al., 2001), existindo entre os abidticos os indutores fisicos e quimicos
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(Sticher et al., 1997; Wilson et al., 1994). Os mais usados, pela disponibilidade no
comércio, sdo os quimicos sintéticos (Oostendorp et al., 2001; Sticher et al., 1997).

A aplicacdo do indutor acibenzolar-S-metil (ASM) e tratamento hidrotérmico de
mamao, Carica papaya L., reduziram o desenvolvimento de C. gloeosporioides, cujo
resultado foi superior ao observado com aplicacdo de thiabendazole e tratamento
hidrotérmico (Benato et al., 2002). Em tomateiro, Lycopersicon esculentum L., o ASM
reduziu significativamente a severidade da requeima, pinta preta, septoriose e mancha
bacteriana, além de aumentar a producio e qualidade das frutas (Castro, et al., 2001). O
indutor jasmonato metilico (JM) quando aplicado durante trés dias na forma volatil
protegeu plantulas de abeto, Picea abies (L.) Karst. em até 75 % das infec¢des causadas
por Pythium ultimum Trow. (Kozlowski et a.l, 1998) e o jasmonato aplicado no solo na
forma liquida controlou a murcha e a morte de plantulas de Arabidopsis, causada por P.
mastophorum Drechs. (Vijayan et al., 1998). O uso do indutor dcido DL-B-amino-n-
butirico (BABA) protegeu completamente plantas suscetiveis de alface, Lactuca sativa
L., contra Bremia lactucae Regel (Pajot et al., 2001). Porat et al. (1999) conseguiram
reduzir a deterioragdo de toranja, Citrus paradise MacFad. cv. Star Ruby, causada por
Penicillium digitatum (Pers.:Fr.) Sacc., com aplicacio de dcido jasmdnico e BABA.

Os indutores ASM e BABA ativam genes que produzem proteinas relacionadas
a patog€nese; quitinase e outras substdncias, a exemplo das fitoalexinas; proteinas
relacionadas as modificagdes morfoldgicas, como aumento da lignificagdo e formacao
de papila, além de fortalecer a parede celular (Jakab er al., 2001; Percival, 2001;
Romero et al., 2001). O indutor jasmonato induz o gene PDF1.2, que codifica para um
peptideo antifiingico, o “defensin” (Penninckx ef al., 1998).

Este trabalho teve a finalidade de estudar o efeito dos indutores quimicos ASM,

BABA e JM sobre a germinagdo de conidios e crescimento micelial de Colletotrichum
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sp. e na ativacdo dos genes de defesa do maracuja amarelo, de modo a reduzir as perdas

provocadas pelo agente causal da antracnose.

MATERIAL E METODOS

Efeito de indutores sobre a germinaciao de conidios e crescimento micelial de
Colletotrichum sp.

Discos de cultura (6 mm de didmetro) de Colletotrichum sp. com cinco dias de
crescimento em batata-dextrose-agar (BDA), foram retirados da borda de colonias e
transferidos para o centro de placas de Petri contendo BDA, para esporulagdo. As placas
foram incubadas durante 12 dias a 28 + 2 °C, sob luz continua. Ap6s o periodo de
incubacdo, foram colocados 10 ml de 4gua destilada esterilizada (ADE) na superficie
das colonias esporuladas e, com auxilio de uma laminula, raspou-se a superficie da
coldnia para liberacdo dos conidios, os quais foram filtrados em gaze dupla esterilizada.
Da suspensdao de conidios tiraram-se aliquotas para diluir as suspensdes concentradas
dos indutores e se obter as concentracdes desejadas de cada indutor (ASM e JM 0,0;
12,5; 25,0; 50,0; e 100,0 ppm e BABA 0; 50; 100; 500; e 1000 ppm), de modo que ao se
depositar 100 pl destas concentragdes proximos das extremidades de cada lamina para
microscopia, permitisse a contagem de 100 conidios em cada local. Cada lamina foi
apoiada em um suporte (canudo plastico esterilizado, dobrado em V) colocado sobre
papel de filtro esterilizado, umedecido com dgua esterilizada e a base de uma placa de
Petri com tampa, constituindo assim uma cdmara imida. Para cada concentracdao dos
indutores foram utilizadas trés laminas. As placas foram mantidas em condi¢des de
laboratoério, a 28 + 2 °C, até se observar a germinac¢io de conidios, que ocorreu em torno

de dez h.
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Iniciada a germina¢do de conidio na concentracio O ppm do indutor
(testemunha), com tubo germinativo maior que o comprimento, foram colocadas
laminulas sobre as suspensdes depositadas nas ldminas, para leitura de 50 conidios ao
acaso, anotando-se os germinados e os ndo germinados.

O ensaio obedeceu ao delineamento inteiramente casualizado, no esquema
fatorial com trés indutores, cinco concentragdes e trés repeticdes subdivididas. Foi
calculado o percentual de germinacdo dos conidios, para efeito de andlise de correlacdo
dos dados com as cinco concentracdes de cada indutor, usando o método de Pearson.

Para o crescimento micelial foi preparado meio de cultura BDA concentrado, ao
qual, na temperatura em torno de 60 °C se adicionou aliquotas das suspensdes
concentradas de determinado indutor, de modo a se obter para ASM, JM e BABA as
mesmas concentracdes usadas no estudo germinacdo de conidios. Cada concentracio
preparada foi vertida em cinco placas de Petri, que serviram como repeticdes. Em
seguida, foi depositado no centro de cada placa um disco de cultura (6 mm de didmetro)
de Colletotrichum sp. com cinco dias de crescimento. As placas foram incubadas a 28 +
2 °C, sob luz continua, durante sete dias.

O ensaio obedeceu ao delineamento inteiramente casualizado no esquema
fatorial com tr€s indutores, cinco concentragdes e trés repeticdes. Os didmetros das
coldnias foram avaliados por duas medi¢des perpendiculares, expressas em mm, com
auxilio de régua milimetrada, para efeito de andlise de correlagdo dos dados com as

cinco concentracdes de cada indutor, usando o método de Pearson.

Efeito de indutores quimicos no controle da antracnose em maracuja amarelo
Frutas sadias de maracujazeiro amarelo, em fase intermedidria de maturacio,

procedentes de Igarassu - PE, foram lavados com 4dgua e sabdo, tratados com solugdo de
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hipoclorito de sédio a 1,5 %, por dois min, lavados por duas vezes em 4gua destilada
esterilizada (ADE) e secos com papel toalha (Lima Filho et al., 2003). Em seguida,
cinco frutas foram imersas por trés min na suspensdo de ASM (100 ppm), JM (100
ppm) e BABA (1000 ppm) e também em &gua (tratamento testemunha) contendo
Tween 20 (0,02 %, v/v). As frutas secaram ao ar e, 24 horas apds, foram inoculadas
com discos de cultura (6 mm de didmetro) de Colletotrichum sp., com cinco dias de
incubacio.

As frutas foram feridas em dois locais eqiiidistantes um do outro, com
perfurador (cinco pontas, abrangendo 5 mm de didmetro e 2 mm de profundidade)
flambado e, sobre cada ferimento, depositou-se o indculo. Depois, foram colocados em
camara umida por 48 h, constituida de um saco plastico para cada fruto, contendo no
seu interior ADE atomizada. As avaliagdes foram realizadas seis dias apds a inoculagao,
medindo-se o didmetro da colonia (DC), expresso em mm, com paquimetro, em dois
sentidos perpendiculares.

O desenho experimental foi inteiramente casualizado, com cinco frutas para cada
tratamento, que constituiram as repeti¢des, as quais foram representadas pelo valor
médio de duas leituras. Foi realizada a anélise de variancia, a 5 % de probabilidade, para

verificar diferenca significativa entre tratamentos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito de indutores sobre a germinacio de conidios e crescimento micelial de
Colletotrichum sp.
O indutor ASM nio teve efeito sobre a germinagcdo de conidios, mas JM e

BABA, com aumento da concentracdo, causaram um pequeno estimulo a germinacio de
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conidios (Figura 1). Este efeito parece nao ter tanta importincia, visto que a diferenca
no acréscimo da germinacdo é de no maximo duas unidades percentuais, € o erro
experimental poderia responder por essa diferenca. Entretanto, Carré-Missio et al.
(2004) encontraram efeito inibitério de ASM sobre a germinacdo de conidios de C.
gloeosporioides da acerola, Malpighia emarginata D.C.(concentracdo ndo
especificada), mas Lépez & Lucas (2000) ndo observaram este efeito sobre germinacao
de conidios de C. gloeosporioides do cajueiro, Anacardia occidentale L., em
concentragdes inferiores a 1,2 mM (235 ppm).

Os indutores ASM e JM reduziram o crescimento micelial enquanto BABA
apresentaram efeito contrario, conforme os diametros das colonias mostrados na Figura
2. Resultado contrdrio ao obtido com o ASM foi observado por Carré-Missio et al.
(2004), em que a DLsg para C. gloeosporioides em meio sélido foi maior que 1000 ppm.
Essa diferenca de resultados pode ser explicada pelo fato de que apesar da espécie do
patégeno ser a mesma, os isolados sao oriundos de culturas diferentes, além da propria
variagdo do fungo. Estudo de inoculacdo cruzada demonstrou que isolado de C.

gloeosporioides do cajueiro ndo provocou lesdo em maracuja (Muniz et al., 1998).

Efeito de indutores quimicos no controle da antracnose em maracuja amarelo
Apesar de ASM e JM terem reduzido o crescimento micelial de Colletotrichum
sp. estes quimicos, nas concentracdes testadas, ndo conseguiram ativar as respostas
fenotipicas de resisténcia, porque niao houve diferenca entre os didmetros de lesdes
causados pelo patégeno em relacdo ao tratamento testemunha (Tabela 1). Este resultado
nao foi alterado mesmo usando a transformacdo dos dados com logaritmo e raiz

quadrada.
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O controle da antracnose em mamdo com aplicacio de ASM (Benato et al.,
2002), ndao pode ser atribuido tdo somente ao efeito do indutor, mas também ao
tratamento hidrotérmico. Os resultados positivos de ASM em frutos pds-colheita foram
obtidos quando este indutor foi aplicado na pré-colheita, a exemplo da inducdo de
resisténcia do mamao a antracnose causada por C. gloeosporioides (Dantas et al., 2004),
do morango, ao mofo cinzento, causado por Botrytis cinerea Pers:Fr. (Terry & Joyce,
2000) e do melao, Cucumis melo L., contra as doencas causadas por Fusarium spp.,
Alternaria spp., Rhizopus spp. e Trichothecium sp., cuja aplicacio foi associada ao uso

do fungicida guazatine (Huang et al., 2000).
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FIG 1 - Efeito dos indutores acibenzolar-S-metil (ASM),
dcido DL-B-amino-n-butirico (BABA) e jasmonato metilico
(JM) sobre a germinacgdo de conidios de Colletotrichum sp. do

maracuja amarelo, Passiflora edulis f. flavicarpa.
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TABELA 1 — Efeito dos indutores quimicos acibenzolar-S-metil, 4cido DL j-
amino-n-butirico e jasmonato metilico no controle da antracnose em maracuja

amarelo, Passiflora edulis f. flavicarpa.

Tratamento Diametro de lesdo'
Jasmonato Metilico 15,45 n.s.?
Testemunha 13,60 n.s.
Acibenzolar-S-metil 12,30 n.s.
acido DL B-amino-n-butirico 10,00 n.s

"' Média de cinco repeti¢des; CV=26,37 %
* Nio significativo (P=0,05)
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CONSIDERACOES GERAIS

Considerando os estudos para identificar com marcadores genéticos a espécie de
Colletotrichum dos isolados de maracujd amarelo, conhecer a agressividade destes
isolados, caracterizd-la com marcadores bioquimico, fisioldgico e genético e observar o
efeito de indutores quimicos sobre a germinagdo de conidios e crescimento micelial de
Colletotrichum sp. e no controle da antracnose em maracuji amarelo, pode-se concluir

que:

e Os DNAs dos 33 isolados de Colletotrichum obtidos de maracuja amarelo nio
reagiram com primers de PCR marcadores para C. gloeosporioides e C.
acutatum.

e Os DNAs de 18 isolados reagiram com o primer de PCR para Colletotrichum de
Fassiflora.

e Os 33 isolados de Colletotrichum spp. foram separados em dois grupos de
agressividade em maracujd amarelo: grupo 1, alta e grupo 2, baixa
agressividade.

e A agressividade ndo foi correlacionada com a origem dos isolados (Zonas da
Mata Norte e Sul e Agreste) e seus morfotipos anamorfo e teleomorfo.

e Qs isolados diferiram entre si na producdo de enzimas amilolitica, celulolitica,
lipolitica, proteolitica e no crescimento micelial, mas estes marcadores nao
foram satisfatdrios para caracterizar agressividade.

e Asreagdes de primers de RAPD com os DNAs dos isolados permitiram mostrar
que os isolados do grupo 1 de agressividade mostraram-se mais proximos

geneticamente entre si do que os isolados do grupo 2.
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Estas reagdes também permitiram separar os em dois grupos genéticos, os quais
ndo se relacionaram totalmente com os grupos de agressividade.

As reacdes dos DNAs dos isolados com o primer OPA-9 possibilitaram a
caracterizagdo de 85,7 % dos isolados do grupo 1 de agressividade, com erro de
15,5 % ao caracterizar isolados do grupo 2 como do grupo 1, mas sem
importancia técnica.

O indutor quimico ASM nao reduziu a germinagdo de conidios de
Colletotrichum sp., mas BABA e JM estimularam este processo fisioldgico.

Os indutores ASM e JM reduziram o crescimento micelial de Colletotrichum sp.
e BABA apresentou efeito contrario.

Os indutores quimicos ASM, BABA e JM ndo controlaram a antracnose em

maracuji amarelo.



