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RESUMO

A antracnose, causada poolletotrichumgloeosporioidese Colletotrichumsp. é uma
das doencas em pés-colheita mais importantes do maracujazeiocamaesar da
existéncia de medidas de manejo tanto para a pré-colheita come pasecolheita, o
controle ndo é satisfatorio. Visando contribuir com um programa pengnrdar a
resisténcia da planta, foram coletados 33 isoladoSdlletotrichum obtidos de trés
regides produtoras do estado de Pernambuco, para: i) identificacaifiespeom
marcadores genéticos primers de PCR; ii) conhecer agres&sidam maracuja
amarelo; iii) caracteriza-la com marcador bioquimico, pela pémude enzimas
hidroliticas extra celulares em meios soélidos especificasldiigco, pelo crescimento
micelial em meio de BDA e genético, com primers de RAP&@MAémM se estudou o
controle da antracnose em maracuja amarelo com uso dos indutoresosguimic
acibenzolar-S-metil (ASM), é&cido LD -amino—n—butirico (BABA) e jasmonato
metilico (JM). Nenhum DNA dos isolados reagiu com os primersGR marcadores
para C. gloeosporioidese C. acutatum mas 18 reagiram com o primer de PCR
marcador pargColletotrichum de Passiflora, embora os isolados nao identificados
geneticamente apresentassem caracteristicas morfologioaeslhastes as deC.
gloeosporioidesinoculacBes em maracuja amarelo permitiram separar odasodan
dois grupos de agressividade: alta (GA-1) e baixa (GA-2), engbagaessividade néo
tenha se correlacionado com a origem e os morfotipos teleomorfoneréma Os
marcadores bioquimico (atividade enzimatica amilolitica, célida) lipolitica e
proteolitica) e o marcador fisiologico (crescimento miceliefasaram os isolados em
grupos, mas nao se mostraram satisfatérios como marcadoregmEasivadade. Nao

foi detectada atividade enzimatica pectinolitica devido ao métodidte inadequado.
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As bandas geradas pelas reagbes de 18 primers com os DNAs adssigrmitiram
observar que os isolados do GA-1 sdo mais préximos geneticamentsi elotigue 0s
isolados do GA-2, sendo possivel dividi-los em dois grupos genéticos qusena
relacionaram totalmente com os isolados do GA-1 e GA-2. O martedola na
posicdo 14 em gel de agarose, resultante das reagbes dos DNAsladgsi com o
primer de RAPD OPA-9, possibilitou a caracterizagéo de 85,7 %sadaslos do GA-1,

com um erro de 15,7 % ao caracterizar como do GA-1 trés isolado&-@pr@as sem
importancia técnica. Os estudos com os indutores ASM, BABA @Jilenciaram que
ASM e JM, nas concentracbes 12,5; 25,0; 50,0; e 100,0 ppm, e BABA, nas
concentragfes 50; 100; 500; e 1000 ppm, ndo reduziram a germinacao de conidios de
Colletotrichum sp., mas BABA e JM estimularam este processo fisiologice®. O
indutores ASM e JM reduziram o crescimento micelial e BAB&esentou efeito
contrario. A imersao de maracuja amarelo em suspensao de ASMpit90IM (100
ppm), BABA (1000 ppm) e em agua (testemunha) seguida de inoculatgé@4fdi apos

comColletotrichumsp. ndo resultou em controle da doenca.
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ABSTRACT

Anthracnose, caused Bplletotrichum gloeosporioideandColletotrichumsp.,

is the most important post harvest disease on the yellow passianTihe disease
management measures have not been satisfactory ever during tbe gost harvest
period. Aiming to contribute to the program of cultivar resistal®3®:jsolates were
obtained from three producing regions of Pernambuco State, to: i)fydgmicie with
genetic marker (PCR primer); ii) to know the pathogen aggremsge on post
harvested yellow passion fruits; iii) aggressiveness chaizatien using: biochemical
(extra cellular enzymatic activity on specific solid mediphysiological (micelial
growth on PDA) and genetic (RAPD primer) markers. Also, it stadied anthracnose
control on post harvested yellow passion fruit using acibenzolar/h&SM), DL

-amine-n-butyric acid (BABA) and methyl jasmonate (MJ) chemiwducers. None
DNA extracted from isolates reacted with gloeosporioidesand C. acutatumPCR
primers markers, but 18 DNAs reacted witblletotrichumof PassifloraPCR primer
marker, although isolates not identified genetically showed morphologica
characteristics similar t@. gloeosporioidesYellow passion fruits inoculations showed
two isolate groups for aggressiveness: high (AG-1) and low (A®Gt2)aggressiveness
did not correlate with origin and teleomorphic and anamorphic morphotype. The
biochemical (amilolytic, celullolytic, lypolytic and proteolytanzymatic activities) and
physiological (micelial growth) markers separated isolatesdogs, but they were not
a satisfactory makers to aggressiveness. It was not eetpeictinolytic enzymatic
activity by isolates because the used method it was not apprdpiateds produced by
reaction of 33 DNAs with 18 primers showed that AG-1 isolatesrane related to

each other than AG-2 isolates, being possible to separate iSolatesgenetic groups,
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which not totality related with AG-1 and AG-2 isolates. The tieas of the RAPD
OPA-9 primer with isolates DNA produced bands in position 14, on aggebsehich
allowed characterization of the 85.7 % of AG-1 isolates, showirgy ef 15.7 % by
including three isolates from AG-2 into AG-1, but without technique itapae. Study

with the chemical ASM, BABA e MJ inducers showed that ASM adg & 12.5; 25.0,

50.0 and 100.0 ppm concentrations, and BABA, at 50, 100, 500 and 1000 ppm
concentrations, did not redu@vlletotrichumconidia germination, but BABA and JM
stimulate this physiological process. ASM and JM reduced mycegjuowth and
BABA showed contrary effect. Yellow passion fruits immersedABM (100ppm),
BABA (1000 ppm) and MJ (100 ppm) suspension and water (control), followed by

Colletotrichuminoculation 24 hours after treatment, did not show anthracnose control.
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INTRODUGAO GERAL

O maracujazeiro, planta nativa do Brasil, pertence a faméssifloraceae, que
compreende 12 géneros com mais de 500 espécies. Do §assifiorg cerca de 150
espécies sdo indigenas, das quais 60 produzem frutos que podem selmdpsodieta
ou indiretamente como alimentos (TEIXEIRA, 1995). Deste, as espéuais
cultivadas sa®assiflora edulisSimmonds fflavicarpaDegener, fruto conhecido como
maracuja amarelo ou azedo, que constitui 95% dos plantios comeragiisitos, e 5
% ficam com as espéci€s alataDryander €. edulisSimmonds, frutos de coloracao
roxa, conhecidos respectivamente por maracuja roxo e maracuja dJofeUEIRA,
2002; MELETTI; TRINDADE et al., 2000)

O maracuja foi levado para outros paises, como o Peru, EstaddgsUni
Austrélia, Africa do Sul, Quénia, indias Ocidentais, Taiwartohésia, Filipinas e
alguns outros, porém o Brasil € o maior produtor mundial (SOUZA, &0f12), onde o
valor da produgdo em 2003 foi de aproximadamente 228 milhdes de reais, superando
em 50 milhGes ao da goialRsidium guajava.. e 165 milhdes de reais a menos em
relacdo ao da mangWangifera indicaL. 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 regidao Norte 8.486 (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAH
ESTATISTICA, 2005).

Entre os varios fatores que contribuem para reduzir o rendimento oh@slio
plantios de maracuja amarelo encontram-se as doencas, deoviyesms etioldgicas,
mas a antracnose, causada @miletotrichum gloeosporioide¢Penzig) Penzig &
Saccardo, teleomorf@lomerella cingulata(Stoneman) Spaulding & Schrenk, e por

Colletotrichum sp., é a mais importante (AFANADOR-KAFURI et al., 2003;
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LIBERATO, 2002) e ocorre em areas onde as condi¢des climafoafmworaveis ao
patdgeno (MATTA, 1982). E observada com maior intensidade no periodo chyeoso e
depender da regido, restringe-se a esse periodo. A alta um@latikea rfavorece o
desenvolvimento da antracnose, mas sé tem importancia se fdadasmam chuva. A
temperatura média 6tima é de AZ. Temperaturas baixas, como 45, limitam a
doenca, mesmo na presenca de chuva. De modo geral, a doenca tormia-se m
expressiva no segundo ano do plantio (ALBUQUERQUE; ALBUQUERQUE, 1988;
LIBERATO, 2002; LIMA FILHO, 2003; TEIXEIRA, 1995), embora existgraticas

de manejo integrado recomendadas para a pré-colheita (JUNQUEIBA),

O patdégeno ataca toda a parte aérea da planta em qualquer ided@doa
sintomas como lesdes necrosadas nas folhas, que podem cair; cancramo®ms
acarretando morte dos ponteiros; e manchas deprimidas de coloragaonescfrutos,
que poderéo afetar a polpa, resultar em podridao e provocar a queddrdastgP1O-
RIBEIRO; MARIANO, 1997).

Esta doenca é também uma das mais importantes na pdés-colheWa; (Sl
DURIGAN, 2000), resultante de infeccBes quiescentes que levanseartgede frutas
(BENATO, 1999; TEIXEIRA, 1995), apesar da existéncia de pratieasanejo para a
pos-colheita (SILVA; DURIGAN, 2000). Em frutos de maracujazeamarelo,
coletados em determinados pontos do comércio varejista de Redédetodese em
média 5 % de incidéncia (SILVEIRA, 1999). Na Central de Abasitio de Recife
houve recusa na compra de maracuja amarelo, proveniente de ceréeedores da
Zona da Mata de Pernambuco, em época chuvosa, devido as perdasasigrsfide
frutos estocados, comprados nesta época do ano.

Apesar das praticas de manejo integrado recomendadas na pré e pgés-golhe

controle ndo tem sido satisfatério. Rego et al. (1995) consideram epsisténcia é o
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meio mais simples, efetivo e econémico para controlar doencaarda9lA busca de
material resistente requer conhecimentos da interacdo entreeqpatéghospedeiro
(LIMA; CHAVES, 1992). A producdo das enzimas extracelulares, escanento
micelial e a tecnologia do DNA recombinante permitem investigaacdes genéticas e
genes que controlam especificidade e patogenicidade de fungos em (€&itEO et
al., 2002; LIMA; CHAVES, 1992; MANNERS et al., 1992). O maracuja &l
embora suscetivel a antracnose pode, a exemplo de outras plantais,npes3nisMos
eficientes de resisténcia, que seriam acionados ou ativados quancitm&rno com

indutores (ROMEIRO, 1999).

Agressividade de Isolados d€olletotrichum gloeosporioides

Fundamentados na baixa resisténcia observada em seus estudos \&lulff et
(1994) sugerem investigar cultivares de maracujazeiro que espressnor severidade
da antracnose. O emprego da resisténcia genética tem mergwétial destaque dentro
de um sistema integrado de controle (RAVA et al.,, 1994). Ao coasidpre a
resisténcia é o meio mais simples, efetivo e econémico mar@olar doencas de
plantas (REGO et al.,, 1995), Denoyes-Rothan et al. (1999) usaranestsitégia
visando o controle da antracnose do morakRgagaria X ananass®uch. Entretanto, o
conhecimento da variabilidade do patégeno € de fundamental importancfatpera
trabalhos de melhoramento (LIMA; CHAVES, 1992).

O géneroColletotrichum é notoriamente variavel em relacdo a determinadas
caracteristicas (BRYSON et al., 1992). Mais de uma espdigiea um mesmo
hospedeiro comdC. acutatumSimmonds eC. fragariae Brooks, em morangueiro

(TANAKA et al.,, 1997) e no hospedeiro isolados da mesma espécisentamm
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agressividade variavel com@. gloeosporioidesem cebolaAllium cepal., cujos
isolados foram separados em trés grupos de agressividade (ASEL)NG97).

A espécie-grupcColletotrichum gloeosporioidesxibe consideraveis variagbes
morfologica e patogénica que dificultam classifica-la, usandactaes morfoldgicos
(MANNERS et al., 1992). Para Assis (2001), o conhecimento da produgiwiteas
extracelulares por fungos fitopatogénicos constitui uma ferramemp@rtante e
adicional para estudos sobre taxonomia quimica em fungos, permitindeceatdetie
diferencas, mesmo entre isolados de uma mesma espécie. Ao Estyidaosporioides
da manga observou que os isolados apresentaram atividade extratagutarzimas
amilolitica, lipolitica e proteolitica, mas nao celulolitiesmbora os isolados tenham
sido diferenciados pelas atividades amilolitica e proteolitica.

Entre os aspectos morfolégicos culturais, o crescimento mitatiasido usado
para caracterizar a variabilidade de isolados de fungos fitopétogé Swart (1999)
ndo observou diferenca no didmetro de colbnias apés sete dias emtessidé C
gloeosporioides obtidos da manga e do abaca®ersea americanaMill., mas o
didmetro das col6nias dos isolados das diferentes areas de produg#&andife
significativamente.

A tecnologia do DNA recombinante permite investigar variac@gticas e
genes que controlam especificidade e patogenicidade de fungos em(MANNMNERS
et al., 1992). Os marcadores molecutandom amplified polymorphic DNARAPD)
tém como base o0 uso de um primer, pequeno oligonucleotideo de 10 bases com
seqléncia arbitraria, que ao se emparelhar as seqiéncias complemdispersas no
genoma do fungo, é amplificado por acdo de uma enzima, a Taq polimerase
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996). Esta técnica requer pequenastiisdes de

DNA, é de rapida execuc¢do e permite trabalhar com um namero gransi@ados de
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uma populacdo do patégeno (MANNERS et al., 1992). Tem sido usada para
caracterizacdo d€. gloeosporioides(PERES et al.,, 2002), para identificacdo de
isolados desta espécie, que se diferenciam pelos sintomas cawsptioga hospedeira
(MUNAUT et al., 1998), e também para identificacdo de isolados agressividades
diferentes, como aqueles 8phaeropsis sapind&r.:Fr.) Dydo & Sutton in Sutton, em
coniferas (BLODGETT; STANOSZ, 1999). Primers marcadorepdfienerase chain
reaction(PCR) além de outras aplicagfes tem sido usados na identfibagi@tdgenos

comocColletotrichumde Passiflora(AFANADOR-KAFURI et al., 2003).

Inducédo de Resisténcia

O emprego da resisténcia genética, para reduzir perdasyeeguido destaque
no manejo de doencas (TALAMINI et al., 2004), embora a obtengéo ditsdes seja
de médio a longo prazo. Entretanto, plantas possuem mecanismostesicie
resisténcia que podem ser acionados ou ativados quando em contato comsindutore
(ROMEIRO, 1999), cuja expressdo pode demorar de sete horas até dGasem
(OOSTENDORP et al., 2001; STICHER et al., 1997). A reducdaiseesbilidade a
futuras infeccdes € conhecida como resisténcia sistémica adq&B6dg, que ocorre
no local da inducdo ou em tecidos localizados em outras partes da(pBh&sNEY,
1997; STICHER et al., 1997). Uma vez ativada a resposta deadefgal, a protecéo
pode durar varias semanas e atuar contra uma faixa ampla desmggmvasores,
como bactérias, fungos, nematéides e virus, conferindo protecdo divantita
(STICHER et al., 1997).

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

quimicos (WILSON et al.,, 1994; STICHER et al., 1997). Os maados, pela
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disponibilidade no comércio, sdo os quimicos sintéticos (STICHER.,etl397;
OOSTENDORRP et al., 2001).

A aplicacdo do indutor acibenzolar-S-metil (ASM) e tratamentmtédmico em
frutos de mamao,Carica papaya L., reduziram o desenvolvimento dE€.
gloeosporioides cujo resultado foi superior ao observado com aplicacdo de
thiabendazole e tratamento hidrotérmico (BENATO et al., 2002). t&mateiro,
Lycopersicon esculenturh., o0 ASM reduziu significativamente a severidade da
requeima, pinta preta, septoriose e mancha bacteriana, al&mmdatar a producéo e
gualidade dos frutos (CASTRO et al., 2001). O indutor jasmonato eogtii) quando
aplicado durante trés dias na forma volatil protegeu plantulas te Blxea abieqL.)
Karst., em até 75 % das infec¢des causadaBytbium ultimunirrow. (KOZLOWSKI
et al., 1998) e o jasmonato aplicado no solo na forma liquida controloucharaia
morte de plantulas dérabidopsis causada pdP. mastophorunbrechs. (VIJAYAN et
al.,, 1998). O uso do indutor &cido DEtamino-n-butirico (BABA) protegeu
completamente plantas suscetiveis de alface cBnénaia lactucaeRegel (PAJOT et
al., 2001). Porat et al. (1999) conseguiram reduzir a deteriorac&mradga, Citrus
paradise Mac Fad. cv. Star Ruby, pds-colheita, causad@eacillium digitatum
(Pers.: Fr.) Sacc., com aplicacdo de acido jasmonico e BABA.

Os indutores ASM e BABA ativam genes que produzem proteinasoredas
a patogénese; quitinase e outras substancias, a exemplo dasifiésal@roteinas
relacionadas as modificacdes morfoldgicas, como aumento da ligadieaformacéao
de papila, além de fortalecer a parede celular (JAKAB.e2@01; PERCIVAL, 2001;
ROMERO et al., 2001). O indutor jasmonato induz o gene PDF1.2, quecaquiiia

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

A antracnose, causada pOplletotrichum gloeosporioidesf a doenca poés-
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colheita mais importantes do maracuja amarelo. Visando conheeeiahilidade do
patégeno, foram obtidos 33 isolados de trés regides produtoras do Estado de
Pernambuco. Nenhum DNA dos isolados reagiu com os primers de PCRdoras
paraC. gloeosporioides e C acutatumas 18 DNAs reagiram com o primer marcador
de PCR paraColletotricum de Passiflorg embora os isolados né&o identificados
geneticamente tenham apresentado caracteristicas morfologinathantes as de.
gloeosporioides.Inoculacbes de maracuja amarelo separaram o0s isolados em dois
grupos de agressividade: alta (GA-1) e baixa (GA-2), embora ssagdade nao tenha

se correlacionado com a origem e os morfotipos teleomorfo e ana@erfoarcadores
bioquimico (atividade enzimatica amilolitica, celuloliticgolitica e proteolitica) e o
fisiolégico (crescimento micelial) separaram os isolados enpog, mas ndo se
mostraram satisfatérios como marcadores para agressividadeantlas geradas pela
reacdo de 18 primers com os DNAs dos isolados permitiram obsgiwars isolados

do GA-1 sao mais proximos geneticamente entre si do que os isoladéds2jsénhdo
possivel dividi-los em dois grupos genéticos que nao se relaciotweimente com 0s
isolados do GA-1 e GA-2. O marcador banda na posi¢cdo 14 em gel dseagar
resultante das reacdes dos DNAs dos isolados com o primer de RWRED,
possibilitou a caracterizagdo de 85,7 % dos isolados do GA-1, conramieet5,7 %

ao caracterizar como do GA-1 trés isolados do GA-2, mas semtémgpiartécnica.

Palavras-chave adicionais:Passiflora edulisf. flavicarpa antracnose, pos-

colheita, enzima extracelular, PCR, RAPD.
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ABSTRACT

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

Anthracnose, caused I§plletotrichum gloeosporioidess the most important
disease of the post harvest yellow passion fruit. To know pathoge&biliyr, were
obtained 33 isolates from three producing regions of Pernambuco Stette.NNA
extracted from isolates reacted with gloeosporioidesndC. acutatumPCR primers
markers, but 18 DNAs reacted wi@blletotrichumof PassifloraPCR primer marker,
although isolates not identified genetically showed morphological ceaistics similar
to C. gloeosporioidesYellow passion fruits inoculations showed two isolate groups for
aggressiveness: high (AG-1) and low (AG-2), but aggressiveles®t correlate with
origin and teleomorphic and anamorphic morphotype. The biochemical (gmjlol
celullolytic, lypolytic and proteolytic enzymatic activitieahd physiological (micelial
growth) markers separated isolates in groups, but they were rnigfactary makers to
aggressiveness. Bands produced by reaction of 33 DNAs with 18 pshmsed that
AG-1 isolates are more related to each other than AG-2 ispla¢@sg possible to
separate isolates in two genetic groups, which not totalityerklaith AG-1 and AG-2
isolates. The reactions of the RAPD OPA-9 primer with isel&NA produced bands
in position 14, on agarose gel, which allowed characterization %% of AG-1
isolates, showing error of 15.7 % by including three isolates fr@2Anto AG-1, but

without technique importance.
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INTRODUCAO

Uma das doengas mais importantes do maracujazeiro anfdaskiflora edulis
Sims. f.flavicarpaDeg. (Trindadest al, 2000), na pos-colheita é a antracnose (Silva &
Durigan, 2000), causada pelo fun@olletotrichum gloeosporioide@enz.) Penz. &
Sac. (Liberato, 2002), apesar de na Colémbia isoladdadsiflorasp. tenham sido
identificados geneticamente cortmlletotrichumsp., porque os DNAs ndo reagiram
com os primers de PCR do ITS1 marcadores @argloeosporioide® C. acutatum
mas reagiram com o primer de PCR do ITS1 marcador @atketotrichum de
Passiflora(Afandor-Kafuriet al, 2003).

A doenca na pos-colheita, expressada por manchas ou podridées (Peruch, 1998),
resulta de infecgbes quiescentes (Benato, 1999), que levam aotedekedrutas
(Teixeira, 1995).

Apesar das préticas de manejo integrado para a pré-colheita (Jang0éR) e
pés-colheita (Silva & Durigan 2000), o controle ndo tem sido satigfatA planta €
suscetivel a doenca e extensas areas cultivadas estdo siuddass condigbes
climéticas sdo favoraveis ao patégeno (Matta, 1982). Fundamentaddmixea
resisténcia observada em seus estudos, Wt (1994) sugerem investigar cultivares
que expressem menor severidade da doencga. ParaeRab@1995) a resisténcia € o
meio mais simples, efetivo e econémico no controle de doencgas daspl@agundo
Ravaet al (1994) o emprego da resisténcia genética tem merecido espestiatiue
dentro de um sistema integrado de manejo, visando a reducao de perdas.

Como a interacdo entre patdégeno e hospedeiro € importante na expressao da
doenca, Denoyes-Rotha al (2003) detectaram dois grupos de patogenicidade entre

isolados deC. acutatumSimmonds em morangueiréyagaria X ananassduch, e
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tendo em vista a importancia do nivel da viruléncia do patégeno emaogramia de
melhoramento, Denoyes-Rothahal (1999) inocularam um isolado mais virulento de

C. acutatumem morangos imaturos destacados na selecdo de quatro genotipos
resistentes a antracnose.

Couto et al (2002) demonstraram que a producdo das enzimas extracelulares
com atividades amilolitica, celulolitica, lipolitica e protéoh em meio sélido, permitiu
comparar a variabilidade entre isolado<CdenusadBerk & Curtis) von Arx, agente da
antracnose da banamMdusaspp. Lima & Chaves (1992) usaram o crescimento micelial,
entre outras caracteristicas, para estudar a variabilidadelados deC. gossypiSouth
var. cephalosporioide€osta do algodoeir@Gossypiunspp

Para diferenciar isolados dletotrichumobtidos de diversos hospedeiros, 0s
métodos tradicionais como forma e dimensao de conidios, coloracdo de,caldaide
crescimento micelial e outras caracteristicas, nédo témssificientes (Freemaat al,

1998). A tecnologia do DNA recombinante permite investigar varsagéeéticas e
genes que controlam a patogenicidade de fungos em plantas (Meinakeré992). As
técnicas polymerase chain reactiofPCR), random amplified polymorphic DNA
(RAPD), arbitrarily primed (ap)-PCR e outras tém sido usadas para determinar com
seguranca a diversidade genética intra e inter especific&otletotrichum spp.
(Afanador-Kafuri et al, 2003). Primers de PCR tém sido usados, entre inUmeras
finalidades, como marcadores para espécidgsailetotrichum(Afanador-Kafuriet al,
2003) e primers de RAPD vem sendo usados para identificagdo de isd&ados
gloeosporioidesque se diferenciam pelos sintomas causados na planta hospedeira
(Munaut et al, 1998) e também para caracterizacao da agressividade de isdéados
Sphaeropsis sapineér.:Fr.) Dydo & Sutton in Sutton, em coniferas (Blodgett &

Stanosz, 1999).
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Ao se incluir novos isolados em um programa de resisténcia, 0 usarcador
tem a vantagem de evitar a realizagcdo de novos testesregsiaigade, os quais
apresentam como inconvenientes a dificuldade de se conseguir quaniittaelete do
hospedeiro, na condicdo fisiolégica ideal para ser trabalhado e esiduas de
agrotoxicos, além de demandar tempo para obtencdo dos resultados.

Neste trabalho, procurou-se identificar a espéci€alktotrichumde isolados
de maracuja amarelo, oriundos de trés regides do estado de Pernatobupoimers
marcadores de PCR; estudou-se a agressividade destes isataflosae pds-colheita;
e buscou-se caracterizd-los pela agressividade com marcador biaguatnavés da
producdo de enzimas extracelulares, com marcador fisiolégico, petcimmento
micelial; e com marcador genético, usando primer de RAPD de modusgasultados
obtidos possam subsidiar estudos de melhoramento do maracujazeir@ awsaatio

resisténcia das frutas a antracnose.

MATERIAL E METODOS

Identificacdo especifica deColletotrichum isolado de maracuja amarelo com
primers de PCR

Frutas de maracujazeiro amarelo, com sintomas de antracoas®,doletadas
no més de setembro de 2002, em propriedades agricolas situadas na ZXtaita da
Norte, Zona da Mata Sul e Agreste do estado de Pernambuco. Demtiquédadas
foram transportadas para o Laboratério de Patologia Pdés-colheitanidardidade
Federal Rural de Pernambuco, onde se realizou o isolamento do patégeno.

As frutas foram lavadas com 4gua e sabao e secadas cornopHel A seguir,

depois de flambadas as lesbes e removidas as epidermes cipele$leenbado, foram
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retirados fragmentos da area de transicdo da lesdo e plaqueadogi@rbatata-
dextrose-adgar (BDA). As placas foram incubadas em condi¢cdesbdeatiario, a
temperatura de 25 +°Z e sob luz continua. As colonias desenvolvidas resultaram em
33 isolados d€olletotrichum que foram identificadas com a sigla G@olletotrichum

de maracujd) e preservadas através do método de Castellani B&37)so imediato,

os isolados foram conservados em placas com BDA, mantidas adeige) a £C.

Discos de cultura (6 mm de diametro) dos 33 isoladdSailetotrichum com
cinco dias de incubacdo a temperatura de 25 %€ Z2 sob luz continua, foram
transferidos individualmente para frascos de Erlenmeyer e anidsvem meio liquido
de batata-dextrose durante cinco dias. A massa micelial prodokitzdtada e lavada
com ADE retirando-se o excesso de umidade com lenco de papel. Foradas
amostras de 120 mg de micélio de cada isolado e depois liofilidadase 12 h.

A extracdo do DNA foi conduzida de acordo com o protocolo descrito por
Faleiroet al. (2004) com modificacdes. As modificagcdes constaram do aumento de 700
para 800 pl do tampéo de lise e reducdo do tempo de incubad&) (®Duma hora pra
30 min. Na desproteiniza¢éo, a adicionado de cloroférmio-alcool isoar(@h:1 v/v)
passou de 600 para 700 pl e se estabeleceu o volume de retirada do sofergaada
700 pl.

Na precipitacdo do DNA, protocolo de Fale&gbal(2004) modificado,foram
adicionados ao sobrenadante final 14 pl de NaCl 5 M e 500 pl de isoprap£2@C.

Os tubos, depois de agitados por suaves inversées e mantidoSCap@02 h, foram
centrifugados como descrito anteriormente. Descartou-se o sobrenadanDNA
precipitado foi lavado duas vezes com 300 pl de etanol 70 % (vgpeastemperatura

ambiente. Os &cidos nucléicos totais foram ressuspendidos em 158gubgdeontendo
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RNAse na concentragdo de 40 pg/ml, e os tubos foram colocados emmieidna- 37
°C por 1 h para a completa ressuspensao.

Na quantificagdo do DNA seguiu-se o protocolo de Faktiad (2004).

As amostras de DNA dos 33 isolados foram amplificadas pelaz#édaiRAPD
(Williams et al, 1990). As reacdes de amplificagéo foram feitas em um voltalede
25 ul, contendo Tris-HCI (pH 8,8) 75 mM, (MEASO, 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), gpigiades da
enzima Taq polimerase e, aproximadamente, 30 ng de DNA. Os gmrpsmers
usados para identificagdo taxonémica foram do ITS4 TCCTCCGCTTATRGSC
com o do ITS1 GGGGAAGCCTCTCGCGG pafa acutatum com o do ITS1
GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG pareC. gloeosporioides e com do ITS1
GCCGTCCCCTGAAAAG par&olletotrichumde Passiflorasp. (Afanador-Kafuriet
al., 2003). As reacbes de amplificacdo foram efetuadas em tetattwi Eppendorf
Mastercycler Gradient, programado da seguinte form8CQbr dois min; 40 ciclos de
94 °C por 15 s, 35C por 30 s, 72C por 90 s; 72C por 7 min; e reducgéo para’@.
Apds a amplificacdo, cada amostra, depois da adi¢cdo de 3 pl duistue de azul de
bromofenol (0,25 %) e glicerol (60 %) em agua, foi aplicada nos pocomdgel de
agarose (1,2 %) submerso em tampédo TBE (Tris-Borato 90 mM, EDTM). A
separacao eletroforética dos fragmentos foi realizada em B9, wolts. Ao término da
corrida, os géis foram corados com brometo de etidio e fotografaolbszsultravioleta

para evidenciar as bandas formadas.
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Estudo da agressividade dos isolados @vlletotrichum spp. em maracuja amarelo

Frutas sadias de maracujazeiro amarelo, em fase interraedématuracao,
procedentes de Petrolina, PE, foram lavadas com agua e sats#agrcom solucao de
hipoclorito de sddio a 1,5 %, por dois min, lavadas por duas vezeguendéstilada
esterilizada (ADE) e secas com papel toalha (Lima Fathad., 2003).

O in6culo, com cinco dias de incubacéo, constituiu-se de discos dea d@ltur
mm de didametro) dos 33 isolados@ealetotrichumspp.

As frutas receberam ferimentos em quatro locais equidistantds onitro, com
um perfurador (cinco pontas, abrangendo 5 mm de diametro e profundidade de 2 mm
flambado e, sobre os ferimentos, depositou-se discos de culturatadesdiferentes.
Cada fruta foi colocada em camara Umida por 48 h, constituida deconpléatico
contendo no interior goticulas de ADE. No tratamento testemunha foadolsobre o
ferimento disco de BDA. As avaliacBes foram realizadas diatkeapds a inoculacgéo,
medindo-se o diametro da lesao (DL), expresso em mm, com pagquieretrdois
sentidos perpendiculares. O reisolamento foi efetuado para compawdrias obtidas
com aquelas utilizadas como in6culo. O desenho experimental foi mnésita
casualizado, com cinco frutas para cada isolado, que constituireepeagdes. Foi
realizada a analise de variancia dos dados e os isolados fatgmadas pelo teste de
Scott-Knot (P=0,05), depois de verificada a homogeneidade da vanfatciteste de

Bartlet.

Caracterizacdo da agressividade dos isolados deolletotrichum spp. através da
producao de enzimas hidroliticas extracelulares e pelo cres@nto micelial
Discos de cultura (6 mm de didmetro) de cada um dos 33 isolado de

Colletotrichumspp., com cinco dias de crescimento em BDA, foram retirados da bor
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das col6nias e transferidos, individualmente, para o centro de piadetri, contendo
um dos meios especificos as atividades amilolitica, celabplilipolitica, proteolitica e
pectinolitica, e também ao crescimento micelial. As plémrasn incubadas a 25 +°€
e sob luz continua. Os procedimentos adotados para testar a habilidatdados em
degradar amido, lipidio e pectina em meio &cido foram realizado$orme
metodologia descrita por Hankin & Anagnostakis (1975), para degralldwseepor
Neirotti & Azevedo (1988) e para degradar proteina por Barbosa (1998).

O crescimento micelial dos isolados foi avaliado em meio deirauBDA,
distribuido em placas de Petri. Depois da inoculagédo, o meio foi ihcuwhaante seis
dias.

Em cada ensaio utilizou-se o delineamento experimental inteitame
casualizado, com cinco repeticbes, por tratamento. Os halos dadaigiy dos
substratos e o crescimento micelial em BDA foram avaliadosdpas medi¢des
perpendiculares, expressas em mm, com auxilio de régua mililmeFai realizada a
analise de variancia dos dados e as médias foram agrupadassteeltet&cott-Knot
(P=0,05). Também foi estudada a correlacdo destes dados com oesivagde,

usando-se o método de Pearson.

Caracterizacdo da agressividade dos isolados @mlletotrichum spp. com primers
de RAPD

Para a identificagdo dos marcadores RAPD capazes de wdasacta
agressividade dos isolados @elletotrichum foi usada a mesma metodologia descrita
no primeiro item de Material e Métodos. Foram tomadas aliquota3Nias extraidos
e no preparo das reacbes de amplificacdo foram utilizados 18 pri@essneros,

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

O estudo da associagdo de marcas moleculares com a cstiaatéehotipica
agressividade, foi realizado através da analise de regrisedr mdltipla, da variavel
fenotipica em funcao das variaveis moleculares (marcadoreB)RA®ando o método
de selecdo por etapa, o Stepwise — PROC REG (SAS Institute, £¢888p nivel de 1
% de probabilidade para incluséo e preservacdo das variaveis n@model

O estudo das distancias genéticas foi realizado partindo-setda Ina indice
de Jaccard (Cruz, 2000), constituida com a consideracdo das garn#@eculares;
utilizando a reducdo de dimensdes por Multidimensional Scaling — MI3S(SAS
Institute, 1998); e através da representacao grafica por SAJS3EInstitute, 1998),
considerando como referencial para mostrar a disperséo dos isokigissdaperiores e
inferiores a 12,00 mm estabelecidas pelo teste de Scott Knott.

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

Jaccard (Cruz, 2000), construida com a consideracao das variavaislare

RESULTADOS E DISCUSSAO

Identificacdo especifica deColletotrichum isolado de maracuja amarelo com
primers de PCR

A coleta de frutas com antracnose permitiu obter 33 isolad@sltEotrichum
dos quais 18 foram provenientes do Agreste, sete da Zona da Matai®utla Zona

da Mata Norte.
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Os DNAs dos isolados deolletotrichumnéo reagiram com os primers de PCR
marcadores par&. acutatum(Figura 1A) eC. gloeosporioidegFigura 1B), mas os
DNAs dos isolados Cm1, Cm2, Cm4, Cm5, Cm6, Cm7, Cm8, Cm11l, Cm1P3,Cm
Cm14, Cml16, Cm1l7, Cm20, Cm23, Cm27, Cm28 e Cm29 reagiram com 0 primer
marcador pareColletotrichum de Passiflora (Figura 1C), e por este motivo seréo
considerados comdaColletotrichum sp., permanecendo os demais isolados sem
identificacdo genética (Figura 1C). Resultados semelhantesn faratidos por
Afanador-Kafuri et al. (2003). Entretanto, as caracteristicas morfolégicas como
coloracédo de col6nia e forma de conidios dos isolados néo identificadtisajaeate,
assemelharam-se as@egloeosporioides

Além do primer de PCR marcador p&agloeosporioidesisado por Afanador-
Kafuri et al (2003), existe outro, também gerado do ITS1, com a sequéncia
GACCCTCCCGGCCTCCCGCC utilizado por Xiab al. (2004) como marcador para
isolados deC. gloeosporioidesilo morangueiro. Com base neste conhecimento, se for
realizado um estudo do sequenciamento dos nucleotideos da regido 1TS4elados
gue nédo reagiram com os trés primers de PCR marcadores teptattosevelar uma ou
mais de uma sequéncia que justifiqusirtese de outros primers de PCR do ITS1 que
seriam capazes de reagir com os isolados néo identificados. ePtadeb®m comparar
estas sequéncias com aquelas de outras espéci€slldmtrichum como fizeram
Afanador-Kafuri et al (2003) em estudos de identificagdo de espécies de

Colletotrichumde diversos hospedeiros.

Estudo da agressividade dos isolados @vlletotrichum spp. em maracuja amarelo
Os 33 isolados d€olletotrichumspp., que englobam os isolados identificados

geneticamente com@olletotrichumsp. e os outros isolados n&o identificados, quando
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inoculados em maracuja amarelo mostraram agressividade vatea#s de lesdes
com didmetros estatisticamente diferentes, o suficientespasra-los em dois grupos
de agressividade: alta (GA-1) e baixa (GA-2) (Tabela 1)é@eColletotrichumé
notoriamente variavel em relacdo a determinadas caractesi@Brysoret al, 1992) e
a agressividade é uma delas, demonstrada com diversas espéuié3. graminicola
(Ces.) Wilson, na cultura do sorddprghum bicolo(L.) Moench (Costat al, 2003) e
C. gloeosporioidesem cebolaAllium cepal. (Assuncéo, 1997).

Quanto a origem, foram encontrados isolados provenientes de cada uma das
regibes amostradas, nos dois grupos de agressividade (Tabelastihc@o (1997)
também nado detectou agressividade diferenciada em isoladbhsgtieeosporioidesda
cebola, com relagdo as suas origens, assim como Lima & CI{a982) néo
observaram relacdo entre a viruléncia dos isolados Gle gossypii var.
cephalosporioidesdo algodoeiro, e suas respectivas origens geograficas.

As culturas reisoladas foram iguais aquelas usadas como inoculko. fas
frutas inoculadas como em meio de cultura o isolado Cmb5, originadordada Mata
Norte, e os isolados Cmll, Cml5, Cm16, Cm18, Cm21 e Cmz23, originarios do
Agreste, produziram peritécios, que evidencia o homotalismo, e oss dablados
produziram acérvulos, que faz supor o heterotalismo. Nenhum isolado ddaZbtea
Sul produziu peritécio e, possivelmente, sdo heterotalicos. Tantosabsdds
teleomorficos como os anamorficos apresentaram-se nos dois grupgreskvalade
(Tabela 1). A reproducéo sexuada e a recombinagdo constituem o priatopajue
contribui para a variabilidade genética observada em populacdes ds,faamo a de
C. gloeosporioides(Freemanet al, 1998). Entretanto, Casekt al (1996) tém
demonstrado a alta variabilidade @egraminicolaem sorgo, apesar de reconhecerem

que a reproducao deste patdgeno seja predominantemente assexuada.
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Caracterizacdo da agressividade dos isolados deolletotrichum spp. através da
producao de enzimas hidroliticas e do crescimento micelial

Todos isolados apresentaram atividade enzimética hidroliticacekttar para
degradacéo de amido, cujo halo se apresentou translicido com coloracéladanem
torno da coldnia; para degradacdo da celulose, na forma de halo opdacite &
torno da colbnia; para a degradacdo de proteina, como halo translicidonenda
colénia; e, a excecdo do isolado Cm19, um possivel mutante, todos os outros
degradaram lipidio, cujo halo em torno da colénia se evidenciou na fdema
precipitado. Houve diferenca estatistica na producdo de enzimassetddos, 0s quais
foram agrupados de acordo com o diametro dos halos desenvolvidos, noBvesspec
meios especificos (Tabela 2). Entretanto a metodologia usada tregsaého n&o
permitiu a deteccéo da atividade pectinolitica.

Lima Filhoet al. (2003) observaram que os isoladoadetotrichumde cinco
fruteiras, incluindo o maracuja, apresentaram atividades atodglicelulolitica,
lipolitica e proteolitica, que variaram estatisticamenteeens$ isolados. Coutet al
(2002) obtiveram resultados semelhantes Gotmmusaeala banana.

Assis (2001) observou diferenca entre isolado8.dgloeosporioidegsda manga,
Mangifera indical., quanto a atividade amilolitica e proteolitica, mas néo para
celulolitica, devido possivelmente ao curto periodo de incubacao usadoi deeihco
dias, isto porque Lima (2000) conseguiu demonstraiGyugraminicolado milho,Zea
maysL., apresentou esta atividade 15 dias apds incubacdo. No presbatbarC.
gloeosporioidesapresentou atividade celulolitica cinco dias apos incubacao, embora

com halo pequeno, mas suficiente para caracterizagao dos isolados.
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No estudo do crescimento micelial em BDA, os isolados se comgortar
estatisticamente diferentes e foram agrupados pelo tamanho da ¢okinela 3). Lima
& Chaves (1992) também encontraram resultados semelhante€.cgossypiivar.
cephalosporioideslo algodoeiro.

Os halos de degradacdo do amido, lipidio e proteina, e o crescimeatialm
correlacionaram-se negativamente com agressividade, cupestigss coeficientes de
correlacdo (r) foram -0,27110, -0,25472, -0,29296, -0,30107, embora o halo de
degradacgédo da celulose nédo tenha se correlacionado ao aprese@t@i7L£8. Porém,
os valores de r foram demasiadamente baixos e ndo permitirarervalganento de
modelos que ajudassem explicar o tamanho da lesdo no maracuja aemarglogéo
do tamanho do halo de degradacdo em um meio especifico ou pelo tamanlémida col
em BDA. O valor de 48,6 % do CV no teste de agressividade podenteibuido para
0s baixos valores de r, embora o teste de Bartlet tenha mosthateogeneidade das
variancias. Em experimentos futuros, recomenda-se aumentar o nunreqetigdes
para reduzir o valor do CV.

Coutoet al (2002) encontraram correlacdo positiva, r (Pearson) = 0,8072, entre
a atividade amilolitica e o tamanho das lesbes causadas prém$sdeC. musae
Outro resultado conflitante com aqueles obtidos no presente traballo¢daielacéo
positiva observada por Lima & Chaves (1992), entre crescimenteliahicle C.
gossypiivar.cephalosporioideg o indice de doenca no algodoeiro. A diferenca entre as
estratégias da patogénese de cada uma destas espéciepaabaezexplicar esse
conflito de resultados, visto que a espéCiegloeosporioidesxibe infeccdo inicial
biotréfica intercelular, que pode se manifestar como hemibiotréficacelular,
intramural subcuticular e também estes dois tipos de infecgdepender da cultura

hospedeira. A fase necrotrofica, responsavel pelo desenvolvimentsirdomas,
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envolve o crescimento extensivo através do tecido do hospedeiro, rior ini&s
células, nas paredes celulares e através delas, e no egpeggilar. Todas as espécies

de Colletotrichum produzem uma faixa ampla de enzimas, capazes de destruir 0s
componentes estruturais dos tecidos da planta e algumas enzimas guearatde as
células (Baileyet al, 1992). O fungo atua na busca por nutrientes, degradando varias
substancias como celulose, lipoproteinas, e entre outras o amidoatpadar aos
requerimentos exigidos as suas atividades fisiologicas. E fasstaque pode haver
diferencas entre as espécies, no requerimento de amido, parangotlésento da
patogénese. Esta explicacdo também € valida para o crescimiealkial, uma vez que

0 meio utilizado continha amido de batata.

De acordo com Bailegt al. (1992), as enzimas que degradam polimeros de
pectina atuam no estabelecimento das infec¢des de espédiglatetrichume no
maceramento dos tecidos. A auséncia de atividade pectinoliticdsalaslos de
Colletotrichumspp. do maracuja amarelo é um indicativo de que a metodologia usada
neste trabalho néo tenha sido adequada para detectar a atividadgieaziectinolitica

do patégeno.

Caracterizacdo da agressividade dos isolados @mlletotrichum spp. com primers
de RAPD

As reacdes dos 18 primers selecionados com os 33 DNAs dos isolaalesnger
250 bandas polimorficas, as quais permitiram estabelecer dois gieps®lados,
diferentes geneticamente (Tabela 4). Os isolados Cm17, Cm1836, Gypesar de
pertencerem ao GA-1, foram agrupados geneticamente com aquelesA-@o G
agressividade baixa. Por outro lado, os isolados Cm2, Cm27, Cm29 ecC®A-2

agruparam-se geneticamente com o0s isolados do GA-1. No estudo daxiabst
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genéticas (Figura 2), observou-se que quatro isolados do GA-2 encorgeram
proximos do GA-1 e trés isolados do GA-1 estavam proximos do GA-2tdfitrede

modo geral, os isolados do GA-1 apresentaram-se mais proximossiedtreque 0s
isolados do GA-2. A separagdo dos 33 isolados em dois grupos diferentes
geneticamente confirma a diversidade genética Cdegloeosporioides também
observada por Assis (2001) em isolados de manga e por Assuncéo (1993pdos is

de cebola.

O polimorfismo das bandas néo foi suficiente para separar os iseladpsipos
por origem (Tabela 4). Este mesmo resultado foi obtido por Assuncgéo,(&a8ra
Swart (1999) tenha conseguido agrupar isolado€.dgloeosporioidesle diferentes
areas de producdo com base em padrdes de bandas de RAPD.

A busca de um modelo que pudesse explicar a agressividade almvés
marcadores RAPD, usando andlise de regressdo do tipo stepwitencieu trés
marcadores que, juntos, explicam 73,3 % da agressividade, vistoRfuacamulado
foi 0,733 (Tabela 1).

O primeiro marcador, observado na posicdo 14 no gel de agarose @FAQura
foi gerado pela reagdo do primer OPA-9 com os DNAs dos isolados @niZ0,
Cm19, Cm3, Cm1, Cm12, Cm10, Cm13, Cm31, Cm23, Cm6, Cm32 (GA-1), Cm2,
Cm27 e Cm29 (GA-2), e apresentod R 0,506 (Tabela 4), explicando 50,6 % do
modelo matematico para agressividade. Porém este marcadaclaim es isolados
Cm18 e Cm30 (AG-2), possibilitou a caracterizacéo de 85,7 % dodasali® GA-1,
com um erro de 15,7 % ao caracterizar como pertencentes ao EAisotados do GA-

2. A exclusédo de dois isolados do GA-1 e a inclusédo de trés isolado&-8on&

caracterizagao de isolados do GA-1 néo teria muita importancianemrograma de
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melhoramento, visto que os valores das lesdes causadas porsekidesi estdo
proximos do menor valor de lesao causado pelo isolado do GA-1.

O segundo marcador, detectado na posi¢édo nove no gel de agarose 3Bjgur
foi produzido pela reacdo do primer OPN-14 com os DNAs dos isolados C@rh22
(GA-2), e apresentou’R0,139, fazendo com que o modelo matemaético explicasse 64,5
% da agressividade. Entretanto, estes dois isolados foramtecaados como
pertencentes ao GA-2 pelo primeiro marcador. Dessa forma ficoand&ado que o
segundo marcador nao contribuiu para melhorar o desempenho do primeiro marcador

O terceiro marcador, identificado na posicao sete no gel (Fgtkafoi gerado
pela reacdo do primer OPH-18 com os DNAs dos isolados Cm17, Cm18, Cm30,
Cm1l5, Cm25, Cm22, Cm8, Cm16, Cm26, Cml11l, Cm5 e Cm21, e géreLDROSS,
contribuindo para o modelo matematico explicar 73,3 % da agressividatee. E
marcador teve como principal desvantagem caracterizar oslasoam17, Cml18 e
Cm30 como pertencentes ao GA-2, quando de fato pertencem ao GA-1, prianipa
o isolado Cm17 que é 0 mais agressivo.

Nenhum outro marcador contribuiu para melhorar o desempenho do primeiro
marcador, na tentativa de caracterizar os isolados quanto ssigigiede, ficando
descartado o uso do modelo mateméatico para explicar a agressigatadeso dos
marcadores de RAPD testados. Marcadores de RAPD foranmedieara caracterizar
isolados agressivos como os Hasarium graminearunSchwabe do trigoTritium
aestivumL., e do triticale, hibrido d&ritium sp. X Secale cerealé. (Angelotti et al,
2004), deAlternaria macrospor&Zimermm. do algodoeiro (Cassetari Netal, 2003)

e de S. sapineade coniferas (Blodgett & Stanosz, 1999), mas nao permitiram
caracterizar isolados agressivos @egloeosporioidesle manga e da cebola (Assis,

2001; Assuncéao, 1997).
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A - Primer ITS 1 (5- GGGGAAGCCTCTCGCG(- 3)

1720 1903 01121018 30 312306 32 0702 271525 29 22 084133 04 09 24 28 26 11 05

B - Piimer ITS 1 (5- GGCCTCCCGCCTCCGGGCG- 3)

17 201903 01121013 18 303123 06 3DD 27 152529 2208 16 14 33 04 09 24 28 2605 2.

C - Primer ITS 1 (5- GCCGTCCCCTGAAAAG- 31

17 2019 03 0112101318 30 31 23 06 320R 27 15 2529 22 08 16 14 33 04 09 24 281265 2:

Fig 1 — Resultado das reacdes dos DNAs de 33 isolad@oliietotrichumspp. com
primers de PCR marcadores paha: Colletotrichum. acutatumB — Colletotrichum

gloeosporioidese C — Colletotrichumde Passiflora
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TABELA 1 — Agrupamento de isolados @elletotrichumspp., provenientes de trés regides do
estado de Pernambuco, pela agressividade em n@aeaoajeloPassiflora edulid. flavicarpa,

expressa pelo diametro da leséo. Outubro de 2002.

Isolado Regido de origerh Diametro de les&é (mm) Grup_o _de
agressividade
Cm17 AGR 19,10a 1
Cm20 AGR 18,46 a 1
Cm19 AGR 17,52 a 1
Cmo03 ZMS 17,08 a 1
CmO1 ZMS 16.68 a 1
Cmi2 AGR 16,32 a 1
Cm10 ZMS 16,02 a 1
Cm13 AGR 15,28 a 1
Cm18 AGR 14,92 a 1
Cm30 ZMN 14,42 a 1
Cm31 ZMN 14,06 a 1
Cm23 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
Cm15 AGR 11,20 b 2
Cm25 AGR 11,20 b 2
Cm29 ZMN 10,90 b 2
Cm22 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
Cmo04 ZMN 9,64 b 2
CmO09 ZMS 9,00 b 2
Cm24 AGR 8,82 b 2
Cm28 AGR 772 b 2
Cm26 AGR 7,70 b 2
Cmill AGR 6,64 b 2
Cmo05 ZMN 6,12 b 2
Cm21 AGR 3,88 b 2

1 AGR=Agreste, ZMS=Zona da Mata Sul, ZMN=Zona daadorte;
2 Média de cinco repeticdes;
% Médias seguidas de mesma letra ndo diferem petlo de Scott-Knott (P=0,05). CV=48,6 %
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TABELA 2 - Atividades amilolitica, celulolitica, lipolitica proteolitica deColletotrichum

sp. em substratos sélidos especificos.

Atividade
Amilolitica* Celulolitica® Lipolitica® Proteolitica’
5 5 5 5
Isolado Halo Isolado Halo Isolado Halo Isolado Halo
(mm) (mm) (mm) (mm)
Cm16 549 A Cm22 6,6 A Cmo08 46,7 A Cmll 59,6 A
Cmi15 52,4 B Cm1l7 53 B Cm33 46,4 A Cml6é 58,3 A
Cmill 51,9 B Cm24 49 C Cmill 45,6 A Cml8 58,2 A
Cmil8 51,3 B Cm23 48 C Cml4 454 A Cm08 58,0 A
Cm25 50,6 C Cm21 4,7 C Cmil8 45,0 B Cm05 57,2 B
CmoO08 49,8 C Cm03 46 C Cml6 449 B Cm21 56,5 B
CmO05 48,6 D Cm30 46 C CmO05 44,2 B Cm23 555 B
Cm26 48,3 D Cmill 42 D Cmil5 43,9 B Cm26 53,0 C
Cm25 479 D CmO07 40 D Cm21 43,4 C Cm25 524 C
Cm33 47,4 D Cmil5 40 D Cm30 43,4 C Cml5 52,2 C
Cm30 46,8 E Cmil8 40 D Cm23 43,0 C Cm33 495 D
Cmo04 46,3 E Cm25 40 D Cm28 429 C Cm30 48,0 E
Cm21 46,3 E Cmo04 37D CmO07 42,4 C Cm04 47,2 E
CmO07 44,7 F Cm31 37D Cm22 42,4 C Cm07 45,2 F
Cmil4 445 F Cmo05 35 E Cm26 42,4 C Cm28 44,0 F
Cm22 445 F Cmo06 34 E Cm25 40,6 D Cml4 43,6 F
Cm28 41,2 G CmO08 34 E Cmo04 395 D Cm22 414 G
Cml7 38,8 H Cm26 34 E Cml7 39,4 D Cml7 38,6 H
Cm20 34,8 | Cml6 33 E Cm02 37,7 E Cm03 35,8 |
Cm31l 34,6 | Cml4 32 E CmoO06 37,4 E Cm31 34,6 |
Cm29 34,2 1| Cmil3 25 F CmO01 36,5 F CmO1 31,1 J
Cm27 34,1 1| Cm20 25 F Cm32 36,0 F Cml1l0 30,9 J
Cm13 33,5 1 Cm29 25 F Cmo03 359 F Cm09 304 J
Cmil2 32,7 J Cm27 24 F Cm24 348 G Cmo06 30,0 K
Cm10 31,8 J Cmil2 23 F Cm20 344 G Cm32 29,9 K
Cm24 31,8 J CmO01 2,1 G Cm31 34,3 G Cm20 29,6 K
CmO09 31,3 J Cm32 2,1 G Cm1l0 339 G Cm02 29,0 K
Cm1l9 30,5 K Cm1l9 20 G CmO09 33,7 G Cml3 28,9 K
CmoO03 29,8 K Cmo02 19 G Cm29 335 G Cml2 28,0 L
CmoO02 29,3 L CmoO09 19 G Cmil3 329 H Cm27 28,0 L
CmO06 28,4 L Cm33 1.8 G Cmil2 32,7 H Cml9 276 L
Cmo01 26,3 M Cmil0 1,7 G Cm27 30,9 | Cm24 273 L
Cm32 23,2 N Cm28 1,7 G Cm1l9 0,0 J Cm29 265 L
cv 2,8 %;
2CV 11,6 %:
3CV 3,0 %:
“CV 2,9 %:

® Média resultante de cinco repeticdes; valores penimados com mesma letra na vertical
nao diferem entre si pelo teste de Scott Knetd(5).
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TABELA 3 — Crescimento micelial d€olletotrichumsp. em meio de BDA, seis dias ap6s

inoculacgéo.

Isolado Diametro da colénid (mm) Isolado Diametro da colénia (mm)
Cm21 83,6 a Cm17 62,3 d
Cm08 82,7 a Cm31 585 e
Cm33 82,2 a CmO01 55,4 f
Cm18 81,7 a CmO03 55,4 f
CmO05 81,4 a Cml2 55,0 f
Cmil5 81,1 a Cm02 54,6 f
Cml6 81,1 a CmO06 54,6 f
Cm23 80,7 a Cm20 54,3 f
Cmll 80,2 a Cm27 53,0 g
Cml4 79,6 b Cm19 52,6 g
Cm22 795 b Cm24 52,6 g
Cm26 78,0 b CmO09 524 g
CmO07 769 b Cm10 519 ¢
Cm25 76,8 b Cm13 51,8 g
Cm30 709 ¢ Cm29 51,0 g
Cmo04 70,6 ¢ Cm32 46,2 h
Cm28 63,5 d

1 Média de cinco repeticdes; CV 4,1 %; valores aarhpdos com mesma letra na vertical ndo
diferem pelo teste de Scott Knott (p=0,05)
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Agressividade alta

Agressividade baixa

FIG 2 — Distancias entre 33 isolados @mlletotrichum spp. determinadas pelo método
Multidimensional Scaling, utilizando 250 marcadoRSPD e agressividade referencial com

didmetro de lesdo superior a 12,00 mm.
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TABELA 4 - Agrupamento de isolados @elletotrichumspp., pela agressividade em maracuja
amarelo, Passiflora edulis f. flavicarpa e pelo carater genético e caracterizacdo da

agressividade com marcadores RAPD.

| Diametro de Grupo de Grupo Marcador?
solado ~ o o
lesdd (mm)  agressividade  genéticd  aAgp14 N14PF  H18PT
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
CmO01 16.68 1 1 1 0 0
Cmil2 16,32 1 1 1 0 0
Cm10 16,02 1 1 1 0 0
Cm13 15,28 1 1 1 0 0
Cm18 14,92 1 2 0 0 1
Cma30 14,42 1 2 0 0 1
Cm31 14,06 1 1 1 0 0
Cm23 13,44 1 1 1 0 0
CmO06 13,32 1 1 1 0 0
Cma32 12,66 1 1 1 0 0
CmO07 11,78 2 2 0 0 1
Cmo02 11,74 2 1 1 0 0
Cm27 11,54 2 1 1 0 0
Cm15 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
Cmill 6,64 2 2 0 0 1
CmO05 6,12 2 2 0 0 1
Cm21 3,88 2 2 0 0 1

! Média de cinco repeticdes;

2 Baseado em marcadores RAPD, com uso do progranste€Analysis;

% Banda produzida pela reacdo dos primers OPA-9,-OPK OPH-18 com os DNAs dos
isolados, detectadas em gel de agarose nas posigd8< 7, respectivamente; 1, presenca
de banda e 0, auséncia;

* R? 0,506 e Prob > F 0,0001, na regressao Step Wise;

® R? 0,645 e Prob > F 0,0001, na regresséo Step Wisajrido A9P14;

® R?0,733 e Prob > F 0,0001, na regresséo Step Wiidajrido A9P14 e N14P9.



A — Primer OP/A9 (5- GGGTAACGC(C3)
172019 0301 12 1013 18 3031 23 06 320Q 27 15252922 08 16 14 33 04 09 24 24 2®5 21

B — Primer OPI-14 (5- TCGTGCGGGT-3")
172019 0 01121013 18 30 3123 06 32 07 02 27 152922 08 16 14 33 04 09 24 28 26 11C

C — Primer OP}-18 (5- GAATCGGCCA- 3"

17 2019 030112101318 303123 0632P27015 2529 22 08 16 14 33 04 09 24 28 2®3P!

P7

FIG. 3 — Produtos de amplificagdo de DNA genbmico de 33 isolados de
Colletotrichumspp. com primers de RAPB: — OPA-9, bandas marcadoras na posi¢ao
14 do gel de agarose (seta), que caracterizam os isolados 17, @8, 0B, 12, 10 13,

31, 23, 06, 32, 02, 27 e 2B;— OPN-14, bandas marcadoras na posi¢éo 9 (seta), que
caracterizam os isolados 15 e 22+ OPH-18, bandas marcadoras na posi¢ao 7 (seta),
gue caracterizam os isolados 17, 18, 30, 07, 15, 25, 22, 08, 16, 26, 11, 05 e 21.
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Efeito de indutores quimicos no controle da antaendo

maracuja amarelo
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ALMEIDA, L.C.C. & COELHO, R.S.B. Efeito de indutores quira&no controle da

antracnose do maracuja amarelo. Fitopatologia Brasileira.

RESUMO

Uma das doencas mais importantes do maracuja amarelo é a@setazausada por
Colletotrichum gloeosporioide§oram testados como indutores de resisténcia sistémica

o0 acibenzolar-S-metil (ASM), o acido Dlamino-n-butirico (BABA) e o jasmonato

Parte da tese de doutorado do primeiro autor. Universidade Fedeml dRur
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 esdperdas de

frutas provocadas por esta doenca. ASM e JM, nas concentracdeS;®512,50,0; e

100,0 ppm, e BABA, nas concentragdes de 50; 100; 500; e 1000 ppm, ndo reduziram a
germinacdao de conidios deolletotrichumsp., mas BABA e JM parece ter efeito
contrario. O crescimento micelial foi reduzido por ASM e JMtarailado por BABA.

A imersdo de maracuja amarelo em suspensdes de ASM (100 pprf)00NMpm) e

BABA (1000) e também em agua, seguida de inoculacdoaolfetotrichumsp. 24

horas apds, ndo resultou em controle da doenca.

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

jasmonato metilico e resisténcia sistémica adquirida.

ABSTRACT

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

The most important post harvest disease of the yellow passion igrui
anthracnose, caused Bylletotrichum gloeosporioideg#\cibenzolar-S-methyl (ASM),
DL- -amino-n-butyric acid (BABA) and methyl jasmonato (MJ) chemicalucers
were tested to induce systemic resistance through activativeferises genes, aiming
to reduce losses caused by anthracnose disease. ASM and MJ, 2612.50.0 and
100.0 ppm concentrations, and BABA, at 50, 100, 500 and 1000 ppm concentrations,
did not reduceColletotrichumconidia germination, but BABA and MJ probably they
stimulated conidia germination. The micelial growth was reducetiSi and MJ and
was stimulated by BABA. Yellow passion fruits immersed in AGNIO ppm), BABA
(1000) and MJ (100 ppm) suspensions and also immersed in water, followed by

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

O maracujazeiro amarelBassiflora edulisSims. f. flavicarpa Deg., espécie
mais cultivada no Brasil (Trindad® al, 2000), € suscetivel a antracnose causada por
Colletotrichum gloeosporioide§Penz.) Penz. & Sacc. (Liberato, 2002) e por
Colletotrichum sp. (Afanador-Kafuriet al, 2003), em areas onde as condicfes
climéticas sao favoraveis ao patdgeno (Matta, 1982), apesaedasendacdes de
manejo na pré-colheita (Junqueira, 2002). Na pds-colheita, embora pasiée
tecnologico para o manejo, esta doenca € a mais importante &3iuaigan, 2000),
visto que os sintomas, na forma de manchas ou de podridées (Peruch, 1998), se
manifestam de infec¢bes quiescentes provenientes da pré-coBeitatq, 1999),
levando frutas ao descarte (Teixeira, 1995).

O emprego da resisténcia genética, para reduzir perdasygegoido destaque
dentro do manejo de doencas (Talameinal, 2004), embora a obtencéo dos resultados
seja de médio a longo prazo. Entretanto, as plantas possuem mesagfisientes de
resisténcia que podem ser acionados ou ativados quando em contato comsindutore
(Romeiro, 1999), cuja expressdo pode demorar de sete horas até 10ssemana
(Oostendoret al, 2001; Sticheet al, 1997). A reducdo na suscetibilidade a futuras
infeccBes é conhecida como resisténcia sistémica adquirida,(B$Apcorre no local
da inducdo ou em tecidos localizados em outras partes da plantae{fDd!@97; Sticher
et a.l 1997). Uma vez ativada a resposta de defesa natural, a prptetidurar varias
semanas e atuar contra uma faixa ampla de organismos invasores,bactérias,
fungos, nematdides e virus, conferindo protecdo quantitativa (Seicakr1997).

A resisténcia das plantas pode ser ativada por indutores bidtiabeteos

(Oostendorpet al, 2001), existindo entre os abiodticos os indutores fisicos e quimicos
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(Sticheret al, 1997; Wilsonet al, 1994). Os mais usados, pela disponibilidade no
comércio, sao 0s quimicos sintéticos (Oostendogd, 2001; Sticheet al, 1997).

A aplicacdo do indutor acibenzolar-S-metil (ASM) e tratamentatédmico de
mamao,Carica papayal., reduziram o desenvolvimento @e gloeosporioidescujo
resultado foi superior ao observado com aplicagdo de thiabendazoltareetra
hidrotérmico (Benatet al, 2002). Em tomateird,ycopersicon esculentum, o ASM
reduziu significativamente a severidade da requeima, pinta pegitoriose e mancha
bacteriana, além de aumentar a producao e qualidade das frutas, @@at, 2001). O
indutor jasmonato metilico (JM) quando aplicado durante trés dias na faldtil
protegeu plantulas de abeRicea abieqL.) Karst. em até 75 % das infec¢Oes causadas
por Pythium ultimumTrow. (Kozlowskiet a.l 1998) e o jasmonato aplicado no solo na
forma liquida controlou a murcha e a morte de plantulasaeidopsis causada pde.
mastophorunDrechs. (Vijayanet al, 1998). O uso do indutor &cido DLamino-n-
butirico (BABA) protegeu completamente plantas suscetiveisfaleedlactuca sativa
L., contraBremia lactucaeRegel (Pajoet al, 2001). Poratet al. (1999) conseguiram
reduzir a deterioracdo de toranzifrus paradiseMacFad. cv. Star Ruby, causada por
Penicillium digitatum(Pers.:Fr.) Sacc., com aplicacdo de acido jasménico e BABA.

Os indutores ASM e BABA ativam genes que produzem proteinasoreaas
a patogénese; quitinase e outras substancias, a exemplo dasifiésal@roteinas
relacionadas as modifica¢cdes morfologicas, como aumento da ligadieaformacéo
de papila, além de fortalecer a parede celular (Jakadl, 2001; Percival, 2001;
Romeroet al, 2001). O indutor jasmonato induz o gene PDF1.2, que codifica para um
peptideo antifungico, o “defensin” (Penninaixal, 1998).

Este trabalho teve a finalidade de estudar o efeito dos indutoreis@gIiiASM,

BABA e JM sobre a germinacéo de conidios e crescimento nhidel@olletotrichum
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sp. e na ativagdo dos genes de defesa do maracuja amarelo, denedhaor as perdas

provocadas pelo agente causal da antracnose.

MATERIAL E METODOS

Efeito de indutores sobre a germinacdo de conidios e crescimt® micelial de
Colletotrichum sp.

Discos de cultur§é mm de diametro) d€olletotrichumsp. com cinco dias de
crescimento em batata-dextrose-agar (BDA), foram retiraddsodda de colbnias e
transferidos para o centro de placas de Petri contendo BDA, paralagséo. As placas
foram incubadas durante 12 dias a 28 %C2 sob luz continua. Apdés o periodo de
incubacao, foram colocados 10 ml de 4gua destilada esterilizad®) (#eDsuperficie
das colbnias esporuladas e, com auxilio de uma laminula, rasposuperéicie da
colbnia para liberacdo dos conidios, os quais foram filtrados endgpleeesterilizada.

Da suspenséo de conidios tiraram-se aliquotas para diluir as suspems@entradas

dos indutores e se obter as concentracfes desejadas de cada inddter J&S0,0;

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 concentragBes proximos das extremidades teniaagara
microscopia, permitisse a contagem de 100 conidios em cada lacal.|&nina foi
apoiada em um suporte (canudo plastico esterilizado, dobrado em V)dookmiare

papel de filtro esterilizado, umedecido com agua esterilizadhase de uma placa de
Petri com tampa, constituindo assim uma camara Umida. Para@ackentracdo dos
indutores foram utilizadas trés laminas. As placas foram desngm condigdes de
laboratorio, a 28 + 2C, até se observar a germinagdo de conidios, que ocorreu em torno

de dez h.
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Iniciada a germinacdo de conidio na concentracdo 0 ppm do indutor
(testemunha), com tubo germinativo maior que o comprimento, foramada®c
laminulas sobre as suspensfes depositadas nas laminas, parade&Qraonidios ao
acaso, anotando-se os germinados e 0s ndo germinados.

O ensaio obedeceu ao delineamento inteiramente casualizado, no esquema
fatorial com trés indutores, cinco concentracfes e trés repetirfmlivididas. Foi
calculado o percentual de germinacdo dos conidios, para efeito de aeatiorrelacédo
dos dados com as cinco concentra¢des de cada indutor, usando o métodmde Pears

Para o crescimento micelial foi preparado meio de cultura 8@&entrado, ao
qual, na temperatura em torno de 8D se adicionou aliquotas das suspensoes
concentradas de determinado indutor, de modo a se obter para ASMBABKeas
mesmas concentra¢cdes usadas no estudo germinacdo de conidios. Cateacaace
preparada foi vertida em cinco placas de Petri, que servicemo cepeticdes. Em
seguida, foi depositado no centro de cada placa um disco de culturadé didmetro)
de Colletotrichumsp. 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 trés indutores, cinco concentracdes e trés repeti@@ediametros das
colénias foram avaliados por duas medi¢des perpendiculares, ex@essas, com
auxilio de régua milimetrada, para efeito de analise de cgéieldos dados com as

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

Efeito de indutores quimicos no controle da antracnose em mang@ amarelo
Frutas sadias de maracujazeiro amarelo, em fase interraedématuracao,

procedentes de lgarassu - PE, foram lavados com agua e sata@lostcom solugéo de
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hipoclorito de sédio a 1,5 %, por dois min, lavados por duas vezes endegjiiada
esterilizada (ADE) e secos com papel toalha (Lima Féhal, 2003). Em seguida,
cinco frutas foram imersas por trés min na suspensao de ASM (100 Jyn{100
ppm) e BABA (1000 ppm) e também em agua (tratamento testemunhanaont
Tween 20 (0,02 %, v/v). As frutas secaram ao ar e, 24 horasfais, inoculadas
com discos de cultura (6 mm de diametro)Gigletotrichumsp., com cinco dias de
incubacao.

As frutas foram feridas em dois locais equidistantes um do outmm, c
perfurador (cinco pontas, abrangendo 5 mm de diametro e 2 mm de profundidade)
flambado e, sobre cada ferimento, depositou-se o inéculo. Depois, dolarados em
camara umida por 48 h, constituida de um saco plastico para cadadntendo no
seu interior ADE atomizada. As avaliagfes foram realizagissdias ap6s a inoculacgéo,
medindo-se o diametro da colénia (DC), expresso em mm, com paquieratadpis
sentidos perpendiculares.

O desenho experimental foi inteiramente casualizado, com cinas prata cada
tratamento, que constituiram as repeticées, as quais foranseejadas pelo valor
meédio de duas leituras. Foi realizada a analise de varianei$ de probabilidade, para

verificar diferenca significativa entre tratamentos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito de indutores sobre a germinacdo de conidios e crescim® micelial de
Colletotrichumsp.
O indutor ASM néo teve efeito sobre a germinacdo de conidiosJkhaes

BABA, com aumento da concentragdo, causaram um pequeno estimutdréagéo de
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conidios (Figura 1). Este efeito parece néo ter tanta importaisia que a diferenca
no acréscimo da germinacdo é de no maximo duas unidades percentuasioe
experimental poderia responder por essa diferenca. Entretanto;Missi@ et al.
(2004) encontraram efeito inibitério de ASM sobre a germinacéo de asridiC.
gloeosporioides da acerola, Malpighia emarginata D.C.(concentracdo n&o
especificada), mas Lopez & Lucas (2000) ndo observaram edtesefieie germinacéo
de conidios deC. gloeosporioidesdo cajueiro, Anacardia occidentaleL., em
concentracgdes inferiores a 1,2 mM (235 ppm).

Os indutores ASM e JM reduziram o crescimento micelial enquUBABRA
apresentaram efeito contrario, conforme os diametros das colémétimdos na Figura
2. Resultado contrario ao obtido com o ASM foi observado por CarréeMissil.
(2004), em que a Dk paraC. gloeosporioideem meio solido foi maior que 1000 ppm.
Essa diferenca de resultados pode ser explicada pelo fato de quedapespécie do
patégeno ser a mesma, os isolados sao oriundos de culturas difeiénteda propria
variacdo do fungo. Estudo de inoculagdo cruzada demonstrou que isolado de

gloeosporioideslo cajueiro ndo provocou lesdo em maracuja (Menia., 1998).

Efeito de indutores quimicos no controle da antracnose em manaé amarelo

Apesar de ASM e JM terem reduzido o crescimento miceli@ladletotrichum
sp. estes quimicos, nas concentracfes testadas, ndo consegwmarasatespostas
fenotipicas de resisténcia, porque ndo houve diferenga entre osrdguhetlesdes
causados pelo patégeno em relacéo ao tratamento testemunha (T.dbEstia rBsultado
nao foi alterado mesmo usando a transformagdo dos dados com logaraio e

guadrada.
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O controle da antracnose em maméao com aplicacdo de ASM (Betnaltp
2002), ndo pode ser atribuido tdo somente ao efeito do indutor, mas também a
tratamento hidrotérmico. Os resultados positivos de ASM em fpd®solheita foram
obtidos quando este indutor foi aplicado na pré-colheita, a exemplo da inducdo de
resisténcia do mamao a antracnose causada.gboeosporioidegDantaset al, 2004),
do morango, ao mofo cinzento, causado Boirytis cinereaPers:Fr. (Terry & Joyce,
2000) e do meldaoCucumis meld.., contra as doencas causadas Fasariumspp.,
Alternaria spp.,Rhizopusspp. eTrichotheciumsp., cuja aplicacéo foi associada ao uso

do fungicida guazatine (Huarmg al,, 2000).
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DL- -amino-n-butirico (BABA) e jasmonato metilico (J&dbre
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TABELA 1 — Efeito dos indutores quimicos acibenzolar-S-metil, 4cido BL
amino-n-butirico e jasmonato metilico no controle da antracnose eatujér
amareloPassiflora edulid. flavicarpa

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

1 Média de cinco repeticdes; CV=26,37 %
2 N&o significativo (P=0,05)
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CONSIDERACOES GERAIS

Considerando os estudos para identificar com marcadores genétipesiz ele

Colletotrichum dos isolados de maracuja amarelo, conhecer a agressividade deste

isolados, caracterizi-la com marcadores bioguimico, fisiologiEmético e observar o

efeito de indutores quimicos sobre a germinacéo de conidios e eetscimicelial de

Colletotrichumsp. e no controle da antracnose em maracuja amarelo, pode-serconclui

Os DNAs dos 33 isolados deolletotrichumobtidos de maracuja amarelo néao
reagiram com primers de PCR marcadores paragloeosporioidese C.
acutatum

Os DNAs de 18 isolados reagiram com o primer de PCRQultatotrichumde
Passiflora

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

A agressividade nado foi correlacionada com a origem dos isoladoag4la
Mata Norte e Sul e Agreste) e seus morfotipos anamorfoarietéo.

Os isolados diferiram entre si na producéo de enzimas amilptigtaolitica,
lipolitica, proteolitica e no crescimento micelial, mas ®stercadores nao
foram satisfatérios para caracterizar agressividade.

As reacdes de primers de RAPD com os DNAs dos isolados pammitiostrar

gue 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 rea¢cOes também permitiram separar os em dois gruptisagrs quais
nao se relacionaram totalmente com os grupos de agressividade.

As reacOes dos DNAs dos isolados com o primer OPA-9 possibilitaram
caracterizacao de 85,7 % dos isolados do grupo 1 de agressividadayca®
15,5 % ao caracterizar isolados do grupo 2 como do grupo 1, mas sem
importancia técnica.

O indutor quimico ASM ndo reduziu a germinacdo de conidios de
Colletotrichumsp., mas BABA e JM estimularam este processo fisiolégico.

Os indutores ASM e JM reduziram o crescimento micelig@aéetotrichumsp.

e BABA apresentou efeito contrario.

Os indutores quimicos ASM, BABA e JM nao controlaram a antracewse

maracuja amarelo.



