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CARACTERIZACAO DE ISOLADOS DE Colletotrichum lagenarium, AGENTE
CAUSAL DA ANTRACNOSE DAS CUCURBITACEAS

AUTOR: ANGELO APARECIDO BARBOSA SUSSEL

ORIENTADOR: Prof. Dr. NELSON SIDNEI MASSOLA JUNIOR

RESUMO

A antracnose, doenca causada por fungos do género Colletotrichum, é uma das
doencas mais importantes em muitas plantas cultivadas. Nas cucurbitaceas, como
pepino, chuchu, meldo e melancia, a antracnose é muito freqliente e causa prejuizos
bastante elevados. O agente causal é o Colletotrichum lagenarium, que apresenta como
sinonimias C. orbiculare e C. gloeosporioides f. sp. cucurbitae. O presente trabalho visa
caracterizar cultural, morfologica e patogenicamente, e identificar molecularmente, os
isolados de C. lagenarium, obtidos de plantas da familia Cucurbitaceae. Os isolados
foram obtidos através de isolamento de tecidos de plantas que apresentavam sintomas de
antracnose. A caracterizagdo cultural envolveu a avaliacdo do crescimento micelial,
esporulacéo, coloracdo da colbnia, topografia da colonia, formacgéo de setores, presenca

e coloracdo de massa conidial. A caracterizagdo morfolégica compreendeu a
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avaliacdo das formas e dimensbes dos conidios e apressorios. A caracterizagdo
patogénica envolveu a avaliagdo da viruléncia de todos os isolados em inoculacdes
cruzadas com pepino, meldo, melancia, abébora e chuchu, além da avaliagdo do periodo
de incubagdo, do periodo latente e do indice de crescimento da lesdo. A identificacdo
molecular compreendeu a analise de PCR, utilizando “primer” especifico para C.
lagenarium, para auxilio na identificacdo da espécie. Quanto a caracteriza¢do cultural,
os isolados apresentaram uma variabilidade muito grande quanto a cor e topografia da
coldnia e formacdo de setores, contudo, quando analisada a coloragdo de massa micelial,
nos isolados em que esta se fez presente, a colora¢do ndo apresentou grandes variagoes.
Apesar da grande variacdo encontrada nos indices de crescimento micelial diério entre
os isolados, ndo existiu grande variacdo para cada isolado quando se alterou o meio de
cultivo. A esporulacdo ndo apresentou correlagdo com o crescimento micelial, e ndo
constituiu um bom parametro para caracterizacdo, devido a variagdo que apresentou
tanto entre os isolados, quanto entre 0os meios de cultivo. Os conidios apresentaram
formatos cilindrico, clavado e levemente curvo, com dimensdes variando de 2,25 a
6,38um de largura e 5,34 a 15,73um de comprimento. Os apressorios apresentaram 0s
formatos globoso, clavado e lobado, com dimens@es variando de 5,54 a 8,68um de
largura e 6,71 a 10,75um de comprimento. Dos 25 isolados testados nas inoculagdes
cruzadas, apenas 14 se apresentaram virulentos aos hospedeiros testados. Nao foi
encontrada correspondéncia entre a viruléncia do isolado e o hospedeiro, o local de
coleta, suas caracteristicas culturais ou morfol6gicas. Cada isolado apresentou um
comportamento diferente perante os demais, quando se considerou a gama de
hospedeiros a ele suscetiveis, e ao seu comportamento quanto aos periodos latente e de
incubacdo, e ao indice de crescimento de lesdo. O periodo de incubacdo variou de dois a
sete dias, e periodo latente variou de trés a nove dias. O indice de crescimento de lesdo
variou de 0,5 a 4,9mm/dia. Ndo foi observada correlagdo entre o periodo latente, o
periodo de incubacdo e o indice de crescimento de lesdo. Através da identificacdo
molecular, cinco isolados puderam ser identificados pelo “primer” especifico utilizado,
contudo ndo foi encontrada correspondéncia entre a identificagdo molecular e as

caracterizac@es cultural, morfoldgica e patogénica.



CHARACTERIZATION OF Colletotrichum lagenarium ISOLATES, CAUSAL
AGENT OF ANTHRACNOSE OF CUCURBITACEA

AUTHOR: ANGELO APARECIDO BARBOSA SUSSEL

ADVISER: Prof. Dr. NELSON SIDNEI MASSOLA JUNIOR

SUMMARY

Anthracnose is one of the most important diseases of cucurbitaceous plants,
causing severe damages to cucumber, chayote, melon, watermelon and pumpkin. The
causal agent is Colletotrichum lagenarium (syn. C. orbiculare, C. gloeosporioides f. sp.
cucurbitae). The objective of this work was to determine cultural, morphological and
pathogenic characterization, and molecular identification of C. lagenarium, isolated
from plants of the Cucurbitaceae family. The isolates used in this study were obtained
through isolation from plants presenting symptoms of Anthracnose. The cultural
characterization involved the evaluation of mycelial growth, sporulation, colony colour,
colony topography, sectors formation, presence and colour of conidial mass. The shape
and size of the conidia and apressoria were assessed to the morphological
characterization. The pathogenic characterization involved the evaluation of the
virulence of all isolates on cross inoculations with cucumber, melon, watermelon,
pumpkin and chayote, evaluation of the incubation period, the latent period and the

lesion growth. For the molecular identification PCR analysis was used, with specific
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“primer” for C. lagenarium, to assist the identification of the species. Colonies of all
isolates presented great variability in color, topography, and sectors formation; however
the color of the mycelial mass did not present great variations. Despite the great
variation found in the daily micelial growth indices among the isolates, great variation
for each one did not exist when the culture medium was changed. The sporulation did
not present correlation with the micelial growth, showing a high variation among the
isolates and the culture media. This later parameter was not useful for characterization.
The conidia of the isolates were classified in the shapes cylindrical, clavate and slightly
curved, with average dimensions varying from 2.25 to 6.38um in width, and from 5.34
to 15.73um in length. The apressoria had the shapes globose, clavate and lobed, with
average dimensions varying from 5.54 to 8.68um in width, and 6.71 to 10,75um in
length. From the 25 isolates tested in the cross inoculations, only 14 were virulent to the
tested host plants. Correspondence was not found between the virulence of the isolates
and de host plants origin, the local origin, and the cultural and morphological
characteristics. Analyzing the variability of susceptible host plants, the inoculation and
latent periods, and the lesion growth, each isolate showed a different behavior compared
to the others. The incubation period varied from two to seven days, and the latent period
varied from three to nine days. The lesion growth varied from 0,5 to 4,9mm/day. It was
not observed correlation between the latent and incubation periods, as well as in lesion
growth. Five isolates were identified to the pair of primers used, although
correspondence was not found among the molecular identification and the cultural,

morphological and pathogenic characterization.



1 INTRODUCAO

As plantas da familia Cucurbitaceae suprem 0 homem com produtos comestiveis
e fibras. Podem ser tdo importantes como os cereais e legumes, e ocupam posicao de
destaque na dieta diaria das regides produtoras, constituindo-se como fonte de
carboidratos e vitaminas; podem ainda ser empregadas na obtencdo de utensilios
domésticos.

O grupo que compreende as espécies de valor econdmico desta familia é
constituido pelos géneros: Citrullus — melancia (C. lanatus); Cucurbita — abdbora (C.
pepo) e moranga (C. maxima); Cucumis — meldo (C. melo), maxixe (C. anguria) e
pepino (C. sativus); e Sechium — chuchu (S. edule). As espécies Lagenaria siceraria,
Luffa acutangula e Monordica charantia, respectivamente denominadas, cabaca (ou
porongo), bucha e meldo-de-sdo-caetano (ou goya), apesar de apresentar menor
expressdo econbmica, sdo cultivadas em algumas areas de agricultura tradicional
(Queiroz, 1993).

A antracnose, causada por fungos do género Colletotrichum, é uma das doengas
mais importantes em muitas plantas cultivadas. Nas cucurbitaceas, como pepino, meldo,
melancia, abobora e chuchu, a antracnose é freqliente e causa prejuizos elevados. O
patogeno afeta toda parte aérea da planta, em qualquer fase do seu desenvolvimento,
causando desfolha precoce, com perda de vitalidade ou morte. Quando a doenca incide
sobre os frutos, os deprecia comercialmente, chegando a inutiliza-los para o consumo.
Ocorre com maior severidade em clima ameno a quente, em épocas chuvosas. Nessas
condicdes, quando ndo se faz um controle adequado, a doenca pode provocar prejuizos
de 100% em pouco tempo (Agrios, 1997; Kurozawa & Pavan, 1997; Thompson &
Jenkins, 1985; Sitterly & Keinath, 1996).



Patogenos do género Colletotrichum tém sido relatados parasitando mais de uma
centena de plantas angiospermas (Alexopoulos et al., 1996). No caso da antracnose das
cucurbitaceas, o agente causal é descrito na literatura como sendo C. lagenarium, que
apresenta como sinonimia C. orbiculare e C. gloeosporioides f. sp. cucurbitae
(Kurozawa & Pavan, 1997, Correll et al. 1993; Sitterly & Keinath, 1996).

Além dos métodos tradicionais de caracterizacao, analises cultural e morfoldgica,
outros métodos vem sendo empregados recentemente com maior freqliéncia, entre eles a
patogenicidade, os grupos de compatibilidade vegetativa, a analise isoenzimatica, e 0s
métodos moleculares, como RAPD e RFLP. Recentemente observa-se a necessidade de
utilizar diferentes métodos de caracterizacdo aliados aos métodos moleculares,
principalmente devido a grande variabilidade genética encontrada dentro do género
Colletotrichum. Esses trabalhos de caracterizacdo trazem informagdes extremamente
importantes para o conhecimento da variabilidade de determinadas espécies numa
regido, principalmente ao considerar que o conhecimento da variagdo da patogenicidade
do patégeno deve ser o passo inicial de todo e qualquer trabalho de melhoramento
genetico de plantas visando a obtencdo de variedades resistentes. Tais informacdes sdo
de grande interesse quando se busca o controle das doencas causadas por essas especies,
seja por meio de resisténcia genética, uso de fungicidas ou praticas culturais.

O presente trabalho objetivou caracterizar os isolados de Colletotrichum
lagenarium, oriundos de plantas da familia Cucurbitaceae. Especificamente, objetivou-
se realizar a caracterizacdo morfoldgica e cultural, buscando também identificar qual
meio de cultura proporciona melhores condi¢bes para o crescimento micelial e
esporulacdo do patdgeno; realizar a caracterizacdo patogénica e a identificacdo
molecular da espécie C. lagenarium, entre os isolados.



2 REVISAO DE LITERATURA

As cucurbitaceas, com cerca de 90 géneros e 800 espécies, estdo entre as
principais familias de plantas cultivadas pelo homem. Apresentam grande importancia
do ponto de vista nutricional, cultural, e econémico, sendo muitas espécies, cultivadas e
silvestres, utilizadas como parte da alimentagdo humana e animal (Minas Gerais, 1995).

O grupo que compreende as espécies de valor econdmico desta familia €
constituido pelos géneros: Citrullus — melancia (C. lanatus); Cucurbita — abdbora (C.
pepo) e moranga (C. maxima); Cucumis — meldo (C. melo), maxixe (C. anguria) e
pepino (C. sativus); e Sechium — chuchu (S. edule). As espécies Lagenaria siceraria,
Luffa acutangula e Monordica charantia, respectivamente denominadas, cabaga (ou
porongo), bucha e meldo-de-sdo-caetano (ou goya), apesar de apresentar menor
expressdo econbmica, sdo cultivadas em algumas areas de agricultura tradicional
(Queiroz, 1993).

A antracnose, doenca causada por fungos do género Colletotrichum, é uma das
doencas mais importantes em muitas plantas cultivadas. Nas cucurbitaceas, como
pepino, chuchu, meldo, melancia e abobora, a antracnose é muito freqlente e causa
prejuizos bastante elevados. Ocorre com maior severidade em clima ameno a quente, em
épocas chuvosas. Nessas condi¢des, quando ndo se faz um controle adequado, a doenca
pode provocar prejuizos de 100% em pouco tempo (Agrios, 1997; Kurozawa & Pavan,
1997; Thompson & Jenkins, 1985; Sitterly & Keinath, 1996).

Patogenos do género Colletotrichum tém sido relatados parasitando mais de uma
centena de plantas angiospermas (Alexopoulos et al., 1996). Dentro desse género existe
especializacdo para determinados grupos de hospedeiros, como por exemplo, C.

graminicola, que ataca algumas Poéaceas e C. lindemuthianum, patdgeno do feijoeiro. No



caso da antracnose das cucurbitaceas, o agente causal € descrito na literatura como sendo
C. lagenarium, que apresenta como sinonimia C. orbiculare e C. gloeosporioides f. sp.
cucurbitae (Kurozawa & Pavan, 1997, Correll et al. 1993; Sitterly & Keinath, 1996).

A patogenicidade especifica a um determinado hospedeiro, ou grupo de
hospedeiros, é constantemente utilizada em chaves de classificacdo para espécies de
Colletotrichum (Baxter et al. 1983; Sutton, 1980). Contudo, em grande parte dos casos,
a distincdo entre espécies de Colletotrichum é feita com base em caracteristicas
morfoldgicas dos esporos e apressorios (Sutton, 1992). Sutton (1992), fornece descricao
para cerca de 40 especies, porém, esse autor afirma que a taxonomia de Colletotrichum é
confusa e que, os critérios morfolégicos sdo de pouco interesse quando informacdes
mais detalhadas sobre um determinado isolado fitopatogénico sdo necessarias.

Na literatura é possivel encontrar um ndmero muito grande de trabalhos sobre a
caracterizacdo inter e intraespecifica de Colletotrichum. Os métodos utilizados para
essas caracterizagdes sdo 0s mais variados, porém os mais frequentes sdao a
patogenicidade, analise isoenzimatica e sensibilidade a fungicidas, além das tradicionais
anélises morfolégica e cultural. Mais recentemente, um grande nimero de trabalhos
utilizando marcadores moleculares, como RAPD e RFLP, tém sido desenvolvidos com
essa finalidade. Esses trabalhos de caracterizacdo trazem informacGes extremamente
importantes para o conhecimento da variabilidade de determinadas espécies numa
regido, informacdes essas que sdo de grande interesse quando se busca o controle das
doencas causadas por essas espécies, seja por meio de resisténcia genética, uso de
fungicidas ou préticas culturais.

Atualmente sdo reconhecidos trés grandes grupos do género Colletotrichum,
baseados sobre as espécies C. gloeosporioides, C. acutatum e C. orbiculare, aos quais
sdo agregadas demais espécies (Cannon et al., 2000). Dados moleculares e culturais
indicam que muitas espécies do género Colletotrichum, particularmente aquelas que
apresentam infeccdo intracelular hemibiotrofica, poderiam ser agrupadas junto a espécie
C. orbiculare (Bailey et al., 1996; Sherriff et al., 1994; Sreenivasaprasad et al., 1996).

Por meio de testes de patogenicidade em ramos e frutos de macieira, Carvalho et

al. (2000) caracterizaram isolados de C. gloeosporioides e C. acutatum, ambos



associados a podriddo amarga da maca. As inoculages em frutos revelaram que as duas
espécies sdo capazes de causar podriddes, com algumas diferencas na sintomatologia.
Porém, somente os isolados da espécie C. gloeosporioides foram patogénicos as folhas
de macieira, sendo, portanto, essa a espécie causal da mancha de Glomerella em
macieiras no Brasil. Num outro estudo, Bernstein et al. (1995), compararam setenta e
dois isolados de Colletotrichum isolados de péssego, magéd, pecan, morango e abacate.
Os isolados puderam ser separados por coloracdo da colénia em dois grupos. O grupo
que apresentou coloragdo rosada a alaranjada foi identificado como sendo C. acutatum e
apresentou conidios com formato fusiforme, além de crescer em meio suplementado
com benomyl. O outro grupo de isolados apresentou colbnias acinzentadas, conidios
com extremidades arredondadas e crescimento nulo em meio com benomyl. Este dltimo
grupo foi identificado como sendo C. gloeosporioides. Porém, apesar das diferencas
descritas acima, testes de patogenicidade, em frutos destacados de pessegueiro,
revelaram ndo ser possivel distinguir os sintomas causados pelas duas espécies. Os
autores concluiram que ambas as espécies ocorrem indistintamente causando doencas
em péssego, maca e pecan. No Brasil, em dois estudos semelhantes a esse tltimo (Goes
& Kimati, 1997a;b), encontraram resultados semelhantes. Os autores verificaram que,
tanto C. gloeosporioides como C. acutatum, ocorrem naturalmente em plantas citricas
com sintomas de queda prematura dos frutos. Da mesma forma, os isolados de C.
gloesporioides apresentaram coloragdo cinza, conidios ligeiramente maiores e
crescimento rapido em meio de cultura. Os isolados de C. acutatum apresentaram
coloracdo alaranjada, conidios menores e crescimento lento. Também houveram
diferencas marcantes na forma dos apressorios entre as duas espécies. Além dessas
diferencas culturais e morfologicas, os resultados dos testes de patogenicidade revelaram
que somente os isolados de C. acutatum reproduziram os sintomas de queda prematura
dos frutos.

Além da caracterizacdo entre diferentes espécies de Colletotrichum, estudos de
patogenicidade tém revelado também variabilidade dentro de uma mesma espécie, como
é 0 caso do trabalho conduzido por Freeman et al. (1996). Trabalhando com isolados de

C. gloeosporioides de améndoa e de abacate, os autores realizaram inoculacdes



cruzadas, em frutos destacados de ambas culturas. Os isolados provenientes de abacate
provocaram intensidades semelhantes de doenca em abacate e améndoa, porém, 0s
isolados de améndoa foram bem menos agressivos quando inoculados em abacate. 1sso
revelou um certo grau de especializagdo nos isolados provenientes de améndoa.
Também no Brasil ja se verificou variabilidade na capacidade patogénica de C.
gloeosporioides. Furtado et al. (1999), estudando a variabilidade entre isolados de
folha, painel, haste e frutos de seringueira, verificaram diferencas na patogenicidade
quando foram inoculados discos de foliolos de seringueira em condic¢des de laboratorio.
Da mesma forma, Assis et al. (2001), verificaram diferencas na agressividade entre seis
isolados de C. gloeosporioides de frutos de mangueira por meio de testes de
patogenicidade em frutos destacados das variedades Espada, Rosa e Tommy Atkins.
Além disso, esses isolados se diferenciaram quanto ao crescimento micelial e
esporulacdo quando diferentes fontes de carbono foram incorporadas ao meio de cultivo.
O conhecimento da variacdo da patogenicidade deve ser o passo inicial de todo e
qualquer trabalho de melhoramento de cucurbitaceas visando a obtencdo de variedades
resistentes a antracnose, e também a qualquer recomendacdo de rotacdo de culturas
pertencente a familia Cucurbitaceae (Lisboa, 1962).

A sensibilidade diferencial a fungicidas também tem sido utilizada para
caracterizar a variabilidade entre isolados de um determinado fungo, possibilitando
verificar diferencas no crescimento micelial, e relacionar a sensibilidade dos isolados ao
local de origem dos mesmos, possibilitando observar evolucdo adaptativa do fungo para
diferentes condi¢des ambientais (Artigiani Filho & Bedendo, 1996; Badel & Kelemu,
1997). Outra ferramenta bastante Gtil na caracterizacdo de isolados de uma espécie
fangica ¢ a eletroforese de isoenzimas. Os padrdes isoenziméticos dos isolados muitas
vezes refletem a variabilidade existente no fungo, potencializando essa técnica para
estudos da variabilidade genética de espécies de Colletotrichum (Bach & Kimati,
1995a,b; Furtado et al., 1999; Figueiredo et al., 1993).

Finalmente, nos ultimos anos, o0 advento das técnicas moleculares para analise do
DNA tem permitido grandes progressos na caracterizacdo dos fungos. Essas técnicas

tem sido utilizadas para diversos fungos, porém, particularmente para o género



Colletotrichum, elas tém auxiliado grandemente na demonstracdo da variabilidade inter
e intraespecifica. As técnicas mais empregadas com essa finalidade sdo o “Restriction
Fragment Length Polymorphism” (RFLP) e “Random Amplified Polymorphic DNA”
(RAPD). Através de testes de inoculacdo cruzada e marcadores moleculares, Hayden et
al. (1994) conseguiram separar o biétipo de infectivo a manga dos demais isolados do
complexo C. gloeosporioides. Mills et al. (1992), conseguiram separar isolados de C.
gloeosporioides oriundos de manga de demais isolados de C. gloeosporioides apenas
utilizando marcadores moleculares. Braithwaite et al. (1990), utilizaram a técnica de
RFLP para demonstrar a divergéncia genética entre C. gloeosporioides tipos A e B, duas
populacdes com diferencas morfologicas, patogénicas e bioquimicas que ocorrem em
Stylosanthes, na Australia. Utilizando essa tecnica, esses autores revelaram que ambas as
populacfes sdo geneticamente homogéneas, porém distintas entre si. O fato de ndo
ocorrerem as fases perfeitas de nenhuma dessas populagdes na Austrélia, explica a
uniformidade genética intrapopulacional e descarta a possibilidade de especializagdo
patogénica dessa espécie. Dessa forma, 0s autores concluem que a existéncia de duas
populacdes tdo diferentes s6 pode ser explicada por duas diferentes introduces do
patégeno no pais.

A técnica de RAPD foi utilizada no Brasil, numa serie de trabalhos, para
caracterizar isolados de C. lindemuthianum do feijoeiro (Vilarinhos et al., 1995; Alzate-
Marin et al., 1997; Mesquita et al., 1998). Nesses trabalhos, foram utilizados diversos
isolados do fungo, numa tentativa de discriminar as diferentes racas por meio da técnica
de RAPD. Apesar dos resultados ndo terem permitido 0 mesmo agrupamento obtido com
os testes de inoculacdo em variedades diferenciadoras, a técnica mostrou bom potencial
na caracterizacdo da variabilidade patogénica de C. lindemuthianum. Além dessa
espécie, 0 RAPD ja foi utilizado, com sucesso, para caracterizar a variabilidade de C.
graminicola (Guthrie et al., 1992; Browning et al., 1999), C. orbiculare (Correll et al.,
1993) e C. gloeosporioides (Alahakoon et al., 1994; Hayden et al., 1994; Kelemu et al.,
1999).



3 CARACTERIZACAO CULTURAL E MORFOLOGICA DE ISOLADOS DE

Colletotrichum lagenarium

Resumo

A antracnose, doenca causada por fungos do género Colletotrichum, é uma das
doencas mais importantes em muitas plantas cultivadas. Nas cucurbitaceas, como
pepino, chuchu, meldo, melancia e abobora, a antracnose é muito freqlente e causa
prejuizos bastante elevados. O agente causal é o Colletotrichum lagenarium, que
apresenta como sinonimias C. orbiculare e C. gloeosporioides f. sp. cucurbitae. O
presente trabalho visa caracterizar cultural e morfologicamente os isolados de C.
lagenarium, isolados de plantas da familia Cucurbitaceae. Os isolados foram obtidos
atraves de isolamento de tecidos de plantas que apresentavam sintomas de antracnose, e
alguns isolados foram adquiridos através da colaboracdo de outros pesquisadores. A
caracterizacdo cultural envolveu a avaliagdo do crescimento micelial, esporulagéo,
coloracdo da coldnia, topografia da col6nia, formacdo de setores, presenca e coloragdo
de massa conidial. Para tanto, os isolados foram cultivados nos meios de cultura BDA,
meio de Aveia e meio V8. O crescimento micelial foi avaliado através da mensuracao
diéaria do crescimento da colénia, e transformacdo dos dados em indice de crescimento
micelial didrio. A esporulacdo foi avaliada através da contagem dos conidios em
suspenséo, e posteriormente os dados foram transformados em niimero de conidios/cm?
de coldnia. As avaliacdes de coloragdo e topografia da colnia, formagdo de setores,

presenca e coloragdo de massa conidial foram realizadas através de anélise



visual das colbnias. A caracterizacdo morfoldgica dos isolados compreendeu a avaliagdo
das formas e dimensdes dos conidios e apressorios dos isolados, cultivados em meio de
Aveia. A caracterizacdo dos conidios foi feita mediante visualizacdo dos mesmos em
suspensao com auxilio de microscopio 6ptico. Para caracterizar os apressorios, 0s
conidios em suspensdo foram incubados sobre placas de polietileno, e ap6s germinagdo
foram visualizados em microscopio Optico. Para a maioria dos isolados 0 meio de Aveia
apresentou os melhores resultados para o crescimento micelial e esporulagdo, contudo
todos isolados apresentaram crescimento micelial e esporulacdo em todos meios de
cultura testados. Quanto a caracterizacdo cultural, os isolados apresentaram uma
variabilidade muito grande quanto a cor e topografia da colonia e formag&o de setores,
contudo quando analisada a coloracdo da massa micelial, nos isolados em que esta se fez
presente, a coloracdo ndo apresentou grandes variagOes. Apesar da grande variacdo
encontrada nos indices de crescimento micelial diario entre os isolados, ndo existiu
grande variacdo para cada isolado quando se alterou o meio de cultivo. A esporulagédo
ndo apresentou correlagcdo com o crescimento micelial, e ndo se apresentou como bom
parametro para caracterizacdo, pela variacdo que apresenta tanto entre os isolados,
quanto entre 0os meios de cultivo. Os conidios dos isolados apresentaram os formatos
cilindrico, clavado e ligeiramente curvo, com dimensGes médias variando de 2,25 a
6,38um de largura, e 5,34 a 15,73um de comprimento. Os apressorios formados
apresentaram os formatos globoso, clavado e lobado ou irregular, com dimensdes

médias variando de 5,54 a 8,68um de largura, e 6,71 a 10,75um de comprimento.

Cultural and morphological characterization of Colletotrichum lagenarium isolates

Summary

Anthracnose is one of the most important diseases of cucurbitaceous plants,

causing severe damage to cucumber, chayote, melon, watermelon and pumpkin. The
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causal agent is Colletotrichum lagenarium (syn. C. orbiculare, C. gloesporioides f. sp.
cucurbitae). The objective of this work was to determine cultural and morphological
characterization of C. lagenarium, isolated from plants of the Cucurbitaceae family. The
isolates used in this study were obtained through isolation from plants presenting
symptoms of anthracnose. Isolates were cultivated in potato-dextrose-agar (PDA), Oat
and V8 media. The cultural characterization involved the evaluation of mycelial growth,
sporulation, colony color, colony topography, sectors formation, presence and color of
conidial mass. The mycelial growth was evaluated through the daily measurement of the
growth of the colony, and transformation of the data in index of daily mycelial growth.
The sporulation was evaluated through the counting of the conidia suspension, and the
later data were transformed into number of conidia/cm2 of colony. The shape and size of
the conidia and apressoria were assessed to the morphological characterization. For most
isolates, the Oat medium showed the best results for mycelial growth and sporulation.
However, all isolates showed mycelial growth and sporulation in all the media tested.
Colonies of all isolates presented great variability in color, topography, and sectors
formation; however, the color of the mycelial mass did not present great variations.
Despite the great variation found in the daily mycelial growth indices among the
isolates, great variation for each one did not exist when the culture medium was
changed. The sporulation did not present correlation with mycelial growth, showing a
high variation among the isolates and the culture media. This later parameter was not
useful for characterization. The conidia of the isolates were classified in the shapes
cylindrical, clavate and slightly curved, with average dimensions varying from 2.25 to
6.38um in width, and from 5.34 to 15.73um in legth. The apressoria had the shapes
globose, clavate and lobed or irregular, with average dimensions varying from 5.54 to
8.68um in width, and 6.71 to 10.75um in length.
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3.1 Introducéo

A antracnose, doenca causada por fungos do género Colletotrichum, é uma das
doencas mais importantes em muitas plantas cultivadas. Nas cucurbitaceas, como
pepino, chuchu, meldo e melancia, a antracnose é muito freqliente e causa prejuizos
bastante elevados. Ocorre com maior severidade em clima ameno a quente, em épocas
chuvosas. Nessas condi¢des, quando ndo se faz um controle adequado, a doenca pode
provocar prejuizos de 100% em pouco tempo (Agrios, 1997; Kurozawa & Pavan, 1997,
Thompson & Jenkins, 1985; Sitterly & Keinath, 1996).

Patogenos do género Colletotrichum tém sido relatados parasitando mais de uma
centena de plantas angiospermas (Alexopoulos et al., 1996). Dentro desse género existe
especializacdo para determinados grupos de hospedeiros, como por exemplo, C.
graminicola, que ataca algumas Podaceas e C. lindemuthianum, patégeno do feijoeiro. No
caso da antracnose das cucurbitaceas, o agente causal é descrito na literatura como sendo
C. lagenarium, que apresenta como sinonimia C. orbiculare e C. gloeosporioides f. sp.
cucurbitae (Kurozawa & Pavan, 1997; Correll et al. 1993; Sitterly & Keinath, 1996).

Em grande parte dos casos, a distincdo entre espéecies de Colletotrichum é feita
com base em caracteristicas morfologicas dos esporos e apressorios. Sutton (1992),
fornece descricdo para cerca de 40 especies, porém, esse autor afirma que a taxonomia
de Colletotrichum é confusa e que, os critérios morfolégicos sdo de pouco interesse
quando informagdes mais detalhadas sobre um determinado isolado fitopatogénico séo
necessarias. Cannon (2000) e Menezes (2002) compartilham da mesma opinido.

Na literatura é possivel encontrar um nimero muito grande de trabalhos sobre a
caracterizacdo inter e intraespecifica de Colletotrichum. Os meétodos utilizados para
essas caracterizagbes sd0 0s mais variados, porém os mais frequentes sdo a
patogenicidade, analise isoenzimatica e sensibilidade a fungicidas, além das tradicionais
analises morfoldgica e cultural. Esses trabalhos de caracterizacdo trazem informagdes
extremamente importantes para o conhecimento da variabilidade de determinadas

espécies numa regido, informacges essas que sdo de grande interesse quando se busca o
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controle das doengas causadas por essas especies, seja por meio de resisténcia genética,
uso de fungicidas ou praticas culturais.

Bernstein et al. (1995), compararam setenta e dois isolados de Colletotrichum
isolados de péssego, macd, pecan, morango e abacate. Os isolados puderam ser
separados por coloragdo da colonia em dois grupos. O grupo que apresentou coloragéo
rosada a alaranjada foi identificado como sendo C. acutatum e apresentou conidios com
formato fusiforme, além de crescer em meio suplementado com benomyl. O outro grupo
de isolados apresentou col6nias acinzentadas, conidios com extremidades arredondadas
e crescimento nulo em meio com benomyl. Este dltimo grupo foi identificado como
sendo C. gloeosporioides. Porém, apesar das diferencas descritas acima, testes de
patogenicidade, em frutos destacados de pessegueiro, revelaram ndo ser possivel
distinguir os sintomas causados pelas duas espécies. Os autores concluiram que ambas
as espécies ocorrem indistintamente causando doengas em péssego, maca e pecan. No
Brasil, em dois estudos semelhantes a esse Ultimo (Goes & Kimati, 1997a;b),
encontraram resultados semelhantes. Os autores verificaram que, tanto C.
gloeosporioides como C. acutatum, ocorrem naturalmente em plantas citricas com
sintomas de queda prematura dos frutos. Da mesma forma, os isolados de C.
gloesporioides apresentaram coloragdo cinza, conidios ligeiramente maiores e
crescimento rapido em meio de cultura. Os isolados de C. acutatum apresentaram
coloragdo alaranjada, conidios menores e crescimento lento. Também houveram
diferencas marcantes na forma dos apressorios entre as duas espécies. Além dessas
diferencas culturais e morfoldgicas, os resultados dos testes de patogenicidade revelaram
que somente os isolados de C. acutatum reproduziram os sintomas de queda prematura
dos frutos.

Assis et al. (2001), verificaram diferencas na agressividade entre seis isolados de
C. gloeosporioides de frutos de mangueira por meio de testes de patogenicidade em
frutos destacados, além disso, esses isolados se diferenciaram quanto ao crescimento
micelial e esporulacdo quando diferentes fontes de carbono foram incorporadas ao meio

de cultivo.
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O presente trabalho objetivou caracterizar morfologica e culturalmente isolados
de C. lagenarium, e identificar qual meio de cultura proporciona melhores condicdes

para crescimento e esporulacdo dos isolados.

3.2 Material e Métodos
3.2.1 Obtencdo dos isolados

Os isolados de C. lagenarium foram obtidos de plantas da familia das
cucurbitaceas, dentre elas chuchu (Sechium edule), pepino (Cucumis sativus), meldo
(Cucumis melo), abdbora (Cucurbita pepo) e melancia (Citrullus lanatus), provenientes
de diferentes localidades.

Os materiais vegetais infectados com esses patdgenos, encontrados durante
visitas as propriedades produtoras ou recebidos na Clinica Fitopatolégica da ESALQ,
foram submetidos ao processo de isolamento no laboratorio. Para isso, fragmentos
infectados desses materiais foram desinfestados com &lcool 70% por 30 segundos, e
hipoclorito de sodio 0,5% por 30 segundos, com posterior plaqgueamento em meio BDA.
Apos o isolamento e formacdo de coldnia, todos os isolados foram repicados para tubos
de ensaio contendo meio BDA inclinado e, posteriormente & formag&o de col6nia, foram
imersos em 6leo mineral Nujol® autoclavado. Alguns isolados foram cedidos por
pesquisadores de outras Universidades e Instituicdes de pesquisa do Brasil.

Todos os ensaios foram realizados com culturas monosporicas obtidas de cada
isolado, de forma a assegurar uniformidade genética do patdégeno. A cultura
monosporica foi obtida através do plaqueamento em agar-4gua (1%) da suspenséo dos
conidios, diluida a ponto de possibilitar a repicagem dos conidios germinados,
individualmente. Todas as culturas monosporicas foram armazenadas em tubos de
ensaio contendo meio BDA inclinado, e apds a formacdo da coldnia, imersos em 6leo

mineral Nujol® autoclavado.
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3.2.2 Caracterizacao cultural de isolados de C. lagenarium

A caracterizacdo cultural foi realizada cultivando-se os isolados monospéricos de
C. lagenarium, em trés meios de cultura, e avaliando o crescimento micelial, a formacao

de setores, a topografia e coloracdo da col6nia, e a esporulacao.

3.2.2.1 Crescimento micelial em diferentes meios de cultura

Os meios de cultura utilizados foram: meio BDA, meio de aveia e meio V8,
preparados segundo Tuite (1969).

Discos de micélio de cinco milimetros de diametro, foram transferidos das
bordas das culturas dos isolados, cultivados em meio BDA durante aproximadamente
sete dias, para novas placas de Petri descartaveis, de oito centimetros de diametro,
contendo os meios de cultura BDA, meio de aveia e meio V8. Ap0s a repicagem, as
placas foram mantidas em fotoperiodo alternado de 12 horas, & temperatura de 20 + 1 'C,
para o desenvolvimento dos isolados. A partir do segundo dia ap0s a repicagem, foi feita
a mensuracdo diaria do diametro das colénias em dois sentidos perpendiculares, com
auxilio de paquimetro milimetrado, diariamente. As avalia¢gdes encerraram no momento
em que um dos isolados atingiu a borda da placa. Com os dados obtidos das
mensuracgdes, foi determinado para cada isolado, o indice de crescimento micelial, em
centimetros por dia. Foram repicadas 4 placas para cada isolado, em cada meio de
cultura, onde cada placa representou uma repeticdo, em um delineamento bifatorial. Os
dados resultantes das avaliagdes foram analisados pelo programa estatistico SAS
(Statistical Analisys Sistem), onde foi aplicado teste de Tukey para as médias, ao nivel
de 5% de significAncia, e teste Cluster para agrupamento, conforme a similaridade

apresentada entre os isolados.
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3.2.2.2 Formacao de setores, topografia e coloragdo da colonia

A formacdo de setores foi avaliada através da andlise visual e contagem do
nimero de setores que cada isolado apresentou ao final do ensaio de caracterizagdo
cultural, calculando-se o numero médio de setores formados por col6nia para cada
isolado. A topografia das colbnias foi avaliada através da visualizagdo do
comportamento do crescimento micelial, observando-se crescimento imerso no meio de
cultura ou aéreo; densidade do micélio produzido, considerando o crescimento mais
vigoroso (denso), menos vigoroso (ralo) ou intermediario; e altura da coldnia,
considerando baixo o micélio que crescia rente ao meio de cultura, porém ndo imerso
(quando o micélio se apresentou totalmente imerso ndo se aferiu a altura da coldnia),
alto o micélio que cresceu até metade da altura da placa de Petri, e mediano para 0s
casos intermedidrios. A coloracdo foi avaliada durante o crescimento das coldnias,
observando-se tanto a colora¢do do micélio imerso quanto a€reo, a coloracdo observada
no fundo da placa, e a coloracdo da mucilagem da massa conidial, quando esta estava
presente. Os isolados foram cultivados em meio de Aveia durante 7 dias, em fotoperiodo

alternado de 12 horas, a temperatura de 20 + 1 °C.

3.2.2.3 Esporulacéo em diferentes meios de cultura

A mensuragdo da esporulagdo foi realizada ao final do ensaio de crescimento
micelial, utilizando-se as mesmas col6nias do ensaio de crescimento micelial. Os
conidios foram removidos de cada placa com uso de 6 ml de agua destilada, e auxilio de
uma al¢a de Drigalski, sendo filtrados em gaze para eliminacéo dos restos dos meios de
cultura e pedacos de micelio e, contados em hemacitdometro. A partir do resultado da
contagem dos esporos em hemacitdmetro, calculou-se o niimero de esporos por cm? de
coldnia, utilizando o didmetro médio da coldnia, mensurado no ultimo dia de avalia¢do
de crescimento das colbnias. Foram realizadas duas contagens para cada placa,
totalizando 8 contagens para cada isolado, onde cada contagem representou uma

repeticdo. Os dados resultantes das avaliacdes foram analisados pelo programa
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estatistico SAS (Statistical Analisys Sistem), onde foi aplicado teste de Tukey para as
médias, ao nivel de 5% de significancia, teste Cluster para agrupamento, conforme a

similaridade das médias.

3.2.3 Caracterizacdo morfoldgica de isolados de C. lagenarium

3.2.3.1 Caracterizacdo dos conidios

Os isolados monosporicos de C. lagenarium foram repicados para placas de Petri
descartaveis, de oito centimetros de didmetro, contendo meio de Aveia. Apos a
repicagem, as placas foram mantidas em fotoperiodo de 12 horas, a temperatura de 20 +
1 'C, para o desenvolvimento dos isolados. Decorrido periodo de sete dias para
desenvolvimento e esporulacdo dos isolados, os conidios foram removidos de cada placa
com uso de seis mililitros de agua destilada e auxilio de uma al¢a de Drigalski, sendo
posteriormente filtrados em gaze para eliminacdo dos restos dos meios de cultura e

pedacos de micélio.
3.2.3.1.1 Caracterizagdo quanto a forma dos conidios

Com a suspensdo de conidios, foram confeccionadas laminas para
observacdo dos isolados quanto a forma do conidio em microscépio 6ptico, com
aumento de 400 vezes. Os formatos de conidios observados foram comparados com 0s
formatos de conidios de Colletotrichum spp. descritos por Sutton (1980, 1992). Foram
observadas quatro laminas por isolado, sendo caracterizados 50 conidios em cada
lamina. Os resultados foram transformados em porcentagens de cada formato

apresentado pelo isolado.
3.2.3.1.2 Caracterizacdo quanto as dimens@es dos conidios

Efetuou-se a medi¢do do comprimento e largura de 50 conidios por lamina,

sendo quatro laminas por isolado. Para tal, utilizou-se de equipamento composto por
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monitor de video Panasonic (Color Video Monitor CT-2084Y), cdmara de video (Digital
Color Céamera CCD 1/3” SDC-320 Sansung) aclopada a microscépio optico (Olympus
CH2) e lamina graduada (Carl Zeiss).

O método consistiu em projetar a imagem dos conidios na tela de um monitor de
video, e medir diretamente na tela, o comprimento e a largura dos conidios com auxilio
de um paquimetro.

Para calibragdo do equipamento, inicialmente obteve-se um fator de converséo
da unidade cm (medida na tela) para um (dimensdo real dos conidios). Projetando-se a
lamina graduada (Carl Zeiss) no monitor, através do aumento de 40x (lente EA40; 0,65;
160/0.17) do microscopio optico, 5 subdivisdes de 0,01mm da régua gravada no corpo
da lamina foram medidas no monitor com auxilio de um paquimetro, o que resultou em
uma distancia de 22,5cm. Por regra de trés simples obteve-se que 1cm medidos na régua
correspondeu a 2,22um. Assim, a medida de largura ou comprimento dos conidios
obtidas em centimetros, multiplicadas por 2,22, resultou na dimensdo dos mesmos em

im.

3.2.3.2 Caracterizacao dos apressorios

Para a caracterizacdo dos apressorios, as suspensdes dos conidios foram
colocadas para germinar sobre placas de polietileno. Foram colocadas quatro gotas de
20pl em cada placa, para cada isolado, totalizando quatro repetigdes. As placas foram
mantidas em bandejas de polietileno com dimensdes de 37cm de comprimento, 26¢cm de
largura e 12cm de altura, sendo colocadas toalhas de papel umedecidas com agua
destilada ao fundo, e posteriormente cobertas com plastico a fim de estabelecer uma
camara Umida. Este procedimento foi adotado com a finalidade de evitar a evaporagéo

da agua da suspensdo antes da germinagdo dos conidios e formagdo dos apressorios.
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3.2.3.2.1 Caracterizacdo quanto a forma dos apressorios

A forma do apressorio foi definida atraves da visualizagdo do mesmo em
microscopio optico, com aumento de 400 vezes. Para tanto, foi colocada uma laminula
sobre a gota de suspensdo com apressorios formados para facilitar a focalizagdo. Foi
utilizado aumento de 400 vezes. Foram observadas quatro gotas por isolado, sendo
caracterizados 25 apressorios em cada gota. Os resultados foram transformados em
porcentagens de cada formato apresentado pelo isolado. Os formatos foram identificados
conforme descricdo de formatos de apressérios de Colletotrichum spp. oferecida por
Sutton (1980, 1992).

3.2.3.2.2 Caracterizacdo quanto as dimens@es dos apressorios

Para realizar as mensuracbes de comprimento e largura dos apressorios
considerou-se, como comprimento, a distancia entre o septo (existente entre o apressério
e 0 tubo germinativo) e a extremidade do apressorio mais distante do mesmo. A largura
foi mensurada em sentido perpendicular ao considerado para o comprimento. A
avaliacdo seguiu a mesma metodologia da caracterizagdo dos conidios, utilizando-se
equipamento composto por monitor de video Panasonic (Color Video Monitor CT-
2084Y), camara de video (Digital Color Camera CCD 1/3” SDC-320 Sansung) aclopada
a microscopio Optico (Olympus CH2) e lamina graduada (Carl Zeiss), projetando-se a
imagem dos apressorios na tela do monitor de video, e medindo diretamente na tela do
mesmo 0 comprimento e largura dos apressorios com auxilio de um paguimetro.

A mesma calibragdo do equipamento utilizada para medir as dimensdes dos
conidios foi utilizada para medir as dimens@es dos apressorios. Foram observadas quatro
gotas por isolado, sendo mensurados 25 apressérios em cada gota. Os dados resultantes
foram transformados em médias de didmetro e comprimento dos apressorios para cada

isolado.



3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Colec¢éo de isolados de C. lagenarium
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Através de isolamento no Laboratério de Micologia e Clinica Fitopatoldgica, e

da contribuicdo de demais pesquisadores, foi constituida uma colecdo com 25 isolados

de C. lagenarium, oriundos de cucurbitaceas com sintomas de antracnose. Na Tabela 1

encontram-se relacionados os isolados com sua identificacdo, hospedeiro do qual foi

isolado, local de origem e data do isolamento.

Tabela 1. Relacdo de isolados de Colletotrichum lagenarium

Isolado Hospedeiro Procedéncia Isolamento
CH-1 Chuchu Londrina-PR 1999
CH-3 Chuchu Londrina-PR 2001
CH-4 Chuchu Londrina-PR 2001
PE-1 Pepino Piracicaba-SP 2001
PE-3 Pepino Recife-PE mar/00
PE-4 Pepino Recife-PE mar/00
PE-5 Pepino Recife-PE mar/00
PE-6 Pepino Recife-PE mar/00
CL-5 Pepino Adoai Vitéria de Santo Antédo-PE mai/00
CL-7 Pepino Hibrido Jéia AG454 Sairé-PE mai/00
CL-11  Pepino Aldacha Sairé-PE mai/00
CL-15  Pepino Caipira Gravata-PE mai/00

CL-20  Pepino Caipira Chéo Grande-PE jul/00
CL-22  Pepino Caipira Vitéria de Santo Antdo-PE jul/00
CL-41  Pepino Hibrido Eureka Camocim de Séo Felix-PE jul/00
AB-274  Abé6bora Campinas-SP jul/00
AB-1  Abobrinha de moita Piracicaba-SP out/03
AB-2  Abdbora Piracicaba-SP nov/03
AB-3  Abdbora Assis-SP nov/03
MA-1  Melancia Oscar Bressane-SP nov/03
MA-2  Melancia Marilia-SP jan/04
MA-3  Melancia Sé&o Carlos-SP jan/04
ME-1  Melédo Paréd mar/03
ME-2 Mel&o Sharantine Braganca Paulista-SP jan/04
ME-3 Meldo Sharantine Braganca Paulista-SP jan/04




20

3.3.2 Caracterizacao cultural de isolados de C. lagenarium

3.3.2.1 Crescimento micelial em diferentes meios de cultura

Os meios de cultura, de maneira geral, induziram um bom crescimento micelial
para a maioria dos isolados. Nota-se que tanto entre os meios de cultura, quanto entre 0s
isolados houve diferenca estatistica significativa entre os resultados (Tabela 2). Entre os
meios de cultura, 0 meio de Aveia apresentou os melhores resultados para crescimento
micelial diario para a maioria dos isolados, com médias variando de 0,57 a 1,57 cm/dia.
Os resultados obtidos com o crescimento micelial em meio de Aveia n&o diferiram dos
resultados obtidos no meio BDA para os isolados CHO1, CHO3, CL11, AB01, MAOQ1,
MAQO2, e MEQ3, e também n&o diferiram dos resultados obtidos no meio V8 para os
isolados CHO1, CHO03, MAO1 e MAO2. Estes resultados concordam em parte com 0S
resultados obtidos por Assis et al. (2001) que, testando fontes de carbono na nutrigédo de
Colletotrichum gloeosporioides, concluiram que o amido proporcionou melhor
crescimento micelial para a maioria dos isolados, provavelmente devido o amido ser um
composto que se hidrolisa lentamente, proporcionando menor acumulo de &cidos no
meio, ndo prejudicando o desenvolvimento do fungo. O meio BDA apresar de apresentar
amido em sua composi¢do, também apresenta dextrose e demais elementos contidos no
caldo de batata, elementos que podem estar corroborando com as diferengas dos
resultados entre os meios BDA e meio de Aveia. Entre os meios BDA e V8, houve
diferencas no crescimento micelial apenas para o isolado MEO03. As médias dos
resultados de crescimento micelial diario em meio BDA variaram de 0,46 a 1,26 cm/dia,
e em meio V8 variaram de 0,47 a 1,13 cm/dia.

Sutton (1992) refere-se a velocidade de crescimento de C. lagenarium como t&o
lenta quanto a de C. gloeosporioides ou C. acutatum. Vinnere (2004), concluiu que, o
crescimento mais lento de C. acutatum perante C. gloeosporioides parece ser a Unica
caracteristica cultural realmente estavel, e que pode promover resultados reproduziveis,
auxiliando a separacdo das duas espécies, ainda Kuramae-lzioka et al. (1997)
observaram que isolados monospéricos de C. gloeosporioides apresentam mesmo indice

de crescimento micelial que seus isolados de origem. Trabalhando com caracterizagdo
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de isolados de Colletotrichum, Bernstein et al. (1995) separaram os isolados da espécie
C. gloeosporioides de isolados da espécie C. acutatum através do crescimento micelial
em meio de cultura BDA e BDA+Benomyl. Neste trabalho os isolados de C.
gloeosporioides apresentaram crescimento relativamente mais rapido em meio BDA,
porém nado apresentando crescimento em meio adicionado de benomyl, enquanto que
isolados de C. acutatum apresentaram crescimento mais lento em BDA, e ndo foram

inibidos pela adi¢do de benomyl ao meio de cultura.

Tabela 2 Médias de crescimento micelial didrio de isolados de Colletotrichum
lagenarium nos meios de Aveia, meio BDA e meio V8
Médias do Crescimento Micelial Diario (cm/dia)

Isolados  Grupo

AVEIA BDA V8
MEO02! 1 1,57 A a 1,26 B ab 1,13 B a
MAOQ3 1 1,44 A ab 1,20 B abc 1,04 B abcd
MEO3 1 1,43 A abc 1,36 A a 1,05 B ab
MEO1 2 1,31 A bed 1,09 B bcde 0,91 B bcde
CL22 2 1,27 A bcd 0,95 B efg 0,86 B cdef
CLO7 2 1,26 A bcd 1,02 B cdef 0,84 B def
CL11 2 1,25 A cd 1,18 AB abcd 1,00 B abcd
CL41 2 1,25 A cd 1,01 B def 0,87 B bcdef
CL15 3 121 A de 0,94 B efgh 0,80 B efgh
CL20 3 1,20 A de 0,82 B ghijk 0,77 B efghi
PEO5 3 1,16 A de 0,94 B efg 0,82 B def
PEO4 3 1,16 A ijk 0,91 B efgh 0,76 B efghij
PEO6 3 1,15 A def 0,90 B fghi 0,82 B defg
ABO3 3 1,14 A defg 078 B ghijkl 072 B fghijkl
ABO02 3 1,14 A defg 0,85 B fghij 0,78 B efghi
PEO3 3 1,06 A efgh 0,87 B fghij 0,73 B efghijk
CLO5 4 0,97 A fghi 0,71 B ijklm 0,54 B Im
AB274 4 09% A ghi 0,59 B Imn 0,62 B hijklm
ABO1 4 0,90 A hij 0,75 AB hijklm 0,63 B hijklm
PEO1 4 0,86 A ijk 0,68 B jkIm 0,57 B kim
MAO02 5 0,73 A jkl 065 A klmn 0,63 A ghijklm
CHO1 5 0,71 A jki 0,66 A kim 0,58 A jlkm
MAO1 5 0,69 A ki 0,56 A mn 0,60 A ijklm
CHO04 6 069 A kl 0,31 B 0 0,46 B m
CHO3 6 0,57 A | 0,46 A no 0,47 A m
CV (%) 95 7,6 11,2

1 - CH=isolado de chuchu; PE=isolado de pepino; CL=isolado de pepino; AB=isolado de abdbora; MA=isolado de melancia;
ME=isolado de meldo. Médias seguidas pela mesma letra maidscula nas linhas e mindscula nas colunas, ndo diferem entre si, pelo
teste de Tukey, ao nivel de 5%.
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Com os resultados obtidos, pode-se concluir que os isolados de C. lagenarium,
em sua maioria, apresentam velocidade de crescimento micelial dentro da faixa proposta
para as espécies de C. gloeosporioides e C. acutatum, de acordo com Sutton (1992). A
andlise estatistica e de agrupamento mostraram que as diferencas nos crescimentos entre
0s meios de cultura sao mantidas para quase todos isolados (Tabela 2), podendo-se
assim dizer que existe reprodutibilidade dos resultados para os isolados, conforme ja
descrito por Vinnere (2004).

3.3.2.2 Formacéo de setores, topografia e coloragédo da colonia

Os setores foram identificados pela presenca de areas claras em col6nias que
normalmente exibiam coloragdo escura, ou areas escuras em col6nias que normalmente
exibiam coloracdo clara. O nimero de setores variou de zero a trés por colbnia, no
entanto apenas 8 isolados apresentaram col6nias com setores, indicando que a
variabilidade apresentada pela colecdo de isolados foi pequena. O fato de poucos
isolados estarem apresentando setores, e 0 pequeno nimero de setores apresentado por
estes isolados, provavelmente esta relacionado com a utilizacdo de culturas
monospadricas nos ensaios, o que reduz a variabilidade de cada isolado, e possibilita uma
maior reprodutibilidade de resultados. A baixa variabilidade foi observada através da
drastica reducdo do nimero de setores apresentada pelos isolados monospéricos quando
comparados com seus isolados de origem (dados ndo apresentados), no entanto notou-se
que nem todos isolados se apresentaram da mesma forma. Kuramae-lzioka et al. (1997),
assim como Liyanage et al. (1992) também observaram formacéo de setores em isolados
monospoéricos de C. gloeosporioides. Artigiani & Bedendo (1996), relatam que a
formacdo de setores e a variacdo da quantidade dos setores em isolados de
Helminthosporium oryzae, demonstra a variabilidade dos isolados.



Tabela 3 Topografia, coloracdo micelial, cor de fundo da placa, formacao de setores, presenca e coloracdo da massa conidial de isolados de C. lagenarium,

cultivados em meio de Aveia

Isolado Topografia da colénia Coloracdo do micélio Cor fundo de placa Setor Massa conidial
CH1? aéreo, denso, baixo, cotonoso cinza no centro e creme nas extremidades negro 2 salmio
CH3 imerso, ralo branco a salméo salméo 0 salméo
CH4 imerso, denso branco a salméo salmdo 0 abundante salméo
PE1 imerso, ralo, pouco micélio aéreo branco a salmé&o, branco a cinza cinza 2 laranja

PE3 imerso, denso cinza escuro e salméo, com extremidades palidas laranja e castanho 0 abundante, laranja
PE4 imerso, ralo Cinza escuro, cinza, e salmio castanho 2 laranja

PE5 imerso, denso cinza escuro e salméo, com extremidade palida castanho e laranja 1 abundante, laranja
PE6 imerso/aéreo, intermediario, baixo cinza escuro guando |medrissc;érk:£?:é:gsquando aéreo, acervulos castanho escuro 0 laranja a salméo
CLO5 cotonoso e alto, aéreo, denso cinza escuro com extremidade palida castanho escuro 0 ausente
CLo7 imerso/aéreo, denso, baixo, floculoso creme a branco creme 0 ausente
CL11 aéreo, cotonoso, denso, haixo negro com extremidades palida ou creme negro 0 ausente
cL15 imerso/aéreo, intermediario, baixo salmdo quando imerso, branco quando aéreo, acervulos castanho castanho escuro e 0 laranja a salméo

escuros salmao
CL20 imerso/aéreo, cotonoso, denso, baixo creme a branco creme e salméo 0 ausente
CL22 imerso, denso, floculoso, baixo cinza claro a branco, e salméo creme e salmio 1 ausente
CL41 imerso, denso, floculoso, baixo creme com extremidade palida creme 0 ausente
AB274 imerso/aéreo, denso baixo cinza com extremidade palida negro 0 ausente
AB1 denso quandp IMErso, ralo quando negro no centro e cinza nas extremidades negro 0 ausente
aéreo, baixo

AB2 imerso/aéreo,denso, mediano salmdo no centro e creme nas extremidades castanho 0 laranja
AB3 imerso/aéreo, ralo, mediano cinza a castanho escuro, com extremidade palida negro 0 abundante laranja
MA1 imerso e denso salméo, com centro cinza escuro e extremidade creme cinza claro 1 laranja
MA2 imerso e denso cinza escuro com extremidades creme cinza escuro 3 ausente
MA3 aéreo, cotonoso, denso, alto cinza claro com extremidade palida branco 1 ausente
ME1 aéreo, cotonoso, denso, alto branco, com centro cinza branco e salméao 0 ausente
ME2 aéreo, cotonoso, denso, alto branco a cinza com centro cinza esverdeado centro ebsrcal;r:ae borda 0 ausente
ME3 aéreo, cotonoso, denso, alto cinza claro com extremidade palida cinza escuro 0 ausente

1 - CH=isolado de chuchu; PE=isolado de pepino; CL=isolado de pepino; AB=isolado de abdbora; MA=isolado de melancia; ME=isolado de mel&o.

23



24

A coloracdo apresentada pelas coldnias dos isolados variou de branco a tons de
cinza, creme, negro, salmdo e branco esverdeado. A topografia apresentou desde micélio
aéreo, alto e denso a totalmente imerso e ralo. A massa conidial produzida durante a
esporulacdo do fungo ndo esteve presente em todos os isolados, no entanto, nas col6nias
que apresentaram massa conidial, esta se apresentou variando nas cores laranja a salméo
(Tabela 3). Nao foi observada formacéo de esclerddios em nenhuma das coldnias.

Conforme a descricdo de Sutton (1980, 1992) as culturas de C. lagenarium
apresentam col6nias irregulares, com micélio aéreo abundante branco acinzentado,
marrom escuro a negro ou cinza escuro, com margens palidas e rosadas ou creme. O
reverso da col6nia, ou fundo da placa se apresenta marrom escuro. A massa conidial
varia de cor-de-rosa a salméo, podendo ou ndo apresentar esclerddios e setas.

Dentro desta colecdo de C. lagenarium, os isolados CH1, PE6, CL5, CL11,
CL15, AB274, AB1, AB3, MA3, ME1, ME2 e ME3 apresentam caracteristicas mais
préximas as descri¢cdes de Sutton (1980, 1992), quanto a coloragdo, topografia e cor de
fundo de placa. Os isolados PE1, PE3, PE4, PE5, CL22, MAl e MAZ2 diferiram da
descricdo de Sutton apenas quanto a topografia da coldnia, apresentando micélio imerso
em meio de cultura, e os isolados CL7, CL20, CL41 e AB2 diferiram na coloracgéo, esta
variando de creme a branco, creme, e salmdo. Apenas os isolados CH3 e CH4
apresentaram as caracteristicas mais divergentes da descricdo de Sutton, com micélio
imerso em meio de cultura, col6nias de coloracdo entre branco e salmdo, com fundo de
placa salmao.

Contudo, as caracteristicas de cor e topografia de col6nia de C. lagenarium séo
passiveis de serem confusdo com as caracteristicas da espécie C. gloeosporioides, que
apresenta em sua descricdo micélio aéreo, de coloracdo branca acinzentado a cinza
escuro, fundo de placa branco a cinza ou escuro, massa conidial de colora¢do salméo
palido, com esclerédios ausentes e setas podendo estar presentes ou ausentes (Sutton,
1980, 1992). Apresar de Ferraz (1977), ter classificado isolados do género
Colletotrichum em grupos e subgrupos, em funcdo da variacdo observada nas
caracteristicas culturais, admitindo que a variabilidade encontrada dentro de uma mesma

espécie no mesmo substrato seria devido a presenca de ragas fisiologicas, a grande
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variabilidade encontrada dentro dos 25 isolados de C. lagenarium, impede uma imediata
identificacdo dos mesmos como C. lagenarium, apenas pela andlise visual da coldnia.
Artigiani & Bedendo (1996) ndo conseguiram agrupar os isolados de Helminthosporium
oryzae a partir da ocorréncia de setores, sensibilidade a fungicidas, crescimento em
diferentes meios de cultura e temperatura de incubacdo, devido a grande variabilidade
apresentada pelos mesmos, tanto entre as diferentes regides de origem, quanto dentro
destas regides.

Couto & Menezes (2004), quando analisaram as caracteristicas culturais de
isolados de C. musae, concluiram que a variabilidade encontrada em alguns isolados,
pode ser relacionada com a segregacdo da condigdo heterozigética, explicando a
diversidade de formas, cores e nimero de setores que uma populacdo de bio6tipos pode
apresentar. O aspecto cultural dos isolados de C. gloeosporioides de Assis et al. (2004)
variou bastante em relagdo a densidade, cor de micelio e produgdo de pigmentos nos
diferentes meios de cultura. Esta variabilidade apresentada pelas coldnias do patogeno,
pode ser atribuida ao genétipo de cada isolado, cuja expressao fenotipica esta associada
ao ambiente de cultivo, assim como a biosintese de metabolitos secundarios, que tem
sido caracterizada em Colletotrichum, permitindo o surgimento de variagdes tanto
culturais quanto patogénicas (Bailey & Jerger, 1992). Outra hipotese levantada por
Couto & Menezes (2004) cuja segregacao estaria relacionada a condigdo heterozigoética
poderia também estar relacionada com a variabilidade cultural apresentada pelos
isolados de C. lagenarium.

Na medida em que os isolados apresentaram esporulagdo intensa em meio de
cultura, formando massas de conidios evidentes, reforcou-se a hipGtese de que o0s
isolados fazem parte da espécie C. lagenarium, pela coloracdo da massa conidial,
contudo ndo sdo todos os isolados que apresentam esporulacdo intensa e formacdo de
massa conidial. Dentre os isolados estudados, todos que apresentaram esporulacéo
evidente em meio de cultura, apresentaram coloracdo da massa conidial variando em
tons de laranja, laranja a salmdo, e salmdo, como a descri¢do de Sutton (1980, 1992).

Nenhum isolado apresentou coloracdo salmédo palido ou outro tom empalidecido nas
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massas conidiais, diferenciando-se assim da descricdo para esporulacdo de C.

gloeosporioides.
3.3.2.3 Esporulacéo em diferentes meios de cultura

Todos os isolados apresentaram esporulagdo nos trés meios de cultura utilizados,
mesmo n&o se notando a presenca de massa conidial em todos isolados. Este fato que
mostra que houve formacdo de esporos a partir de hifas conidiégenas dispersas na
coldnia. Nota-se que houve interagdo entre os tratamentos, contudo os meios de cultura
ndo apresentaram diferencas entre si quando analisados todos isolados conjuntamente,
no entanto considerando-se cada isolado individualmente, foi possivel observar
diferencas entre os meios utilizados (Tabela 4). O numero de esporos produzidos por
centimetro quadrado de coldnia variou de 2,22x10% a 1,39x10° evidenciando uma
grande variacdo para esta caracteristica.

O isolados CH3 e CH4 apresentaram maior esporulacdo em meio V8, diferindo
dos demais meios de cultura, contudo ndo diferindo dentre os meios BDA e meio de
Aveia. Destaca-se o isolado CH4 pela maior producdo de conidios em meio V8,
superando a producdo do isolado CH3 em 6,92x10’ conidio/cm? em meio V8, e
superando a producdo do proprio isolado CH4 em meio de Aveia em 1,25x10°
conidios/cm?®. Os isolados PE6 e AB2 apresentaram maior esporulacdo em meio de
aveia, diferindo dos demais meios de cultura, porém néo diferindo entre os meios BDA e
V8. Para os demais isolados, a esporulagdo nos trés meios de cultura ndo apresentou
diferencas significativas, quando analisados os meios, exceto para o isolado AB3, onde a
esporulacdo em meio de aveia diferiu da esporulagdo em meio V8. O teste Cluster dos
isolados resultou na formacao de quatro grupos, tendo apenas o isolado CH4 no grupo 1,
e o isolado CH3 no grupo 3. Os isolados PE6, AB3 e AB2 foram agrupados no grupo 2,
e 0s demais isolados no grupo 4 (Tabela 4).

Assis et al. (2001) observaram que a esporulagdo de C. gloeosporioides é
favorecida por substratos que contém amido, enquanto que substratos que contém

glucose ou maltose como fonte de carbono ndo foram favoraveis a esporulacéo.
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Destacam também a possibilidade do isolado que apresentou maior esporulacdo
(2,05x10" conidios/ml) possuir um sistema enzimético mais especifico e eficiente na
degradacdo de certos acUcares, tal fato poderia ser relacionado ao comportamento dos
isolados PE6 e AB2 como 0s Unicos que apresentaram maior esporulacdo em meio
BDA. Um efeito favoravel do amido sobre a esporulacdo de fungos patogénicos ja foi
observado por Timnick et al. (1951) que verificaram uma maior reprodugdo de
Diaporthe phaseolorum (Cke. & EIL.).

Tabela 4. Médias da esporulacdo de isolados de C. lagenarium nos meios de Aveia,
meio BDA e meio V8

Meédia do nimero de esporos / cm?

Isolados ~ Grupo AVEIA BDA v8

CHO04* 1 13.881.140 B?*> a  11.993.367 B a 138.789.622 A a
PE06 2 10.853543 A ab  3.706.447 B  abcde 872.105 B cd
ABO03 2 6.999.080 A abc 4574877 AB  abcd 829.521 B cd
AB02 2 6.227.709 A abcd  314.172 B efg 22.021 B d
CHO03 3 6.187.816 B bcde 5.433.805 B ab 69.585.031 A b
PEO5 4 3.621.038 A cdef 3.250.888 A bcdefg  1.228.737 A cd
PEO3 4 2.409.407 A cdef 5.091.070 A  abc 2.030650 A cd
MAO02 4 1.477.845 A cdef 3.689.242 A abcdef  4.973.749 A ¢
CL22 4 1.209.198 A def 77.290 A fg 329.808 A d
PE04 4 824190 A def  316.872 A defg 105.687 A d
CLO05 4 744037 A def  485.661 A cdefg 260.823 A d
MEO1 4 671.751 A def 8.921 A g 97.803 A d
MEO3 4 646.002 A def 13.561 A g 107.972 A d
MAO03 4 544560 A ef 19.336 A g 260.643 A d
MAO01 4 502.458 A ef 115.470 A efg 439.367 A d
ABO1 4 175881 A f 364.135 A defg 1.100 A d
CHo1 4 39780 A f 463 A g 454 A d
ME02 4 23.466 A f 1.720.325 A bcdefg 8.140 A d
PEO1 4 10.390 A f 6.717 A g 16.815 A d
CL11 4 8.006 A f 2.081 A g 791 A d
CL15 4 3572 A f 13.015 A g 36.663 A d
CLO7 4 2.648 A f 8.676 A g 17.625 A d
CcL41 4 1.475 A f 136.391 A g 1.632 A d
AB274 4 363 A f 2.009 A g 225 A d
CL20 4 222 A f 894 A g 475 A d

CV(%) 36,62

1 - CHs=isolado de chuchu; PE=isolado de pepino; CL=isolado de pepino; AB=isolado de abdbora; MA=isolado de melancia;
ME=isolado de meldo. 2 - Andlise estatistica realizada com dados transformados em arco seno da raiz quadrada. Médias seguidas
pela mesma letra maitscula nas linhas e mindscula nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%.
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Trabalhando com Colletotrichum, Assis et al. (2001) ndo encontrou correlacéo
entre as caracteristicas culturais dos isolados, como crescimento micelial e esporulacéo.
Este fato também foi observado quanto aos isolados de C. lagenarium deste trabalho.
Aplicou-se um teste de correlacdo entre as médias de crescimento micelial e de
esporulacdo, e encontrou-se um coeficiente de correlacdo 0,064. Segundo Tandon &
Chandra (1962), um bom crescimento micelial est4 associado a uma boa esporulagéo.
Couto e Menezes (2004) encontraram em seu trabalho com C. musae tanto isolados que
apresentavam bom crescimento micelial e esporulacdo, quanto um isolado que
apresentava alta esporulacdo e baixo crescimento micelial. Cochrane (1958) relata que
nem sempre ha relagio direta entre crescimento e esporulacéo, e vice versa. As vezes,
um meio 6timo para o crescimento rapido resulta na exaustdo dos nutrientes e em maior
concentracdo os metabolitos secundarios liberados pelo fungo nesse meio, inibindo a
producdo de esporos. Ou seja, nem sempre um substrato Otimo para o crescimento
micelial exerce 0 mesmo efeito sobre a esporulacdo (Griffin, 1994), por outro lado, o
crescimento micelial reduzido pode estimular a esporulagdo naquele substrato (Couto &
Menezes, 2004).

3.3.3 Caracterizagdo morfoldgica de isolados de C. lagenarium
3.3.3.1 Caracterizacao dos conidios

3.3.3.1.1 Caracterizacédo quanto a forma do conidio

Os conidios quando observados ao microscépio optico, apresentaram-se hialinos,
unicelulares, retos, sem formacao septo ap6s a germinagao, com presenca de trés formas
predominantes: cilindrico, clavado e semicurvo. Os conidios cilindricos foram
encontrados em todos isolados analisados, variando de 100 a 35% do total de conidios
avaliados por isolado. Os conidios clavados foram encontrados em 20 dos 25 isolados
analisados variando de 4 a 40% do total de conidios avaliados. Os conidios semicurvos
foram encontrados em apenas 2 dos 20 isolados analisados, no entanto compunham de

30 a 36% do total de conidios analisados por isolado (Tabela 5).
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As formas de conidios encontradas assemelham-se com as descritas por Sutton
(1980, 1992) e Shen et al. (2001). Estes autores observaram conidios cilindricos,
clavados, levemente curvos, com &pice obtuso e afilados na base, no entanto os isolados
que apresentam apenas conidios cilindricos podem confundir a identificagdo, pois
algumas espécies de Colletotrichum como o grupo C. gloeosporioides apresentam
conidios cilindricos, levando entdo a necessidade de averiguar outra caracteristica, como

suas dimensoes, para correta identificacdo.

Tabela 5. Caracterizacdo morfologica dos conidios de C. lagenarium

Isolados cilindricos clavados semi-curvos
CH1? 70,00° 30,00 0,00
CH3 35,00 35,00 30,00
CH4 70,00 30,00 0,00
PE1 82,00 18,00 0,00
PE3 92,00 8,00 0,00
PE4 100,00 0,00 0,00
PE5 60,00 40,00 0,00
PE6 100,00 0,00 0,00
CL5 90,00 10,00 0,00
CL7 100,00 0,00 0,00
CL11 68,00 5,00 36,00
CL15 90,00 10,00 0,00
CL20 80,00 20,00 0,00
CL22 92,00 8,00 0,00
CL41 98,00 2,00 0,00
AB274 80,00 20,00 0,00
AB1 85,00 15,00 0,00
AB2 93,00 7,00 0,00
AB3 100,00 0,00 0,00
MA1 86,00 14,00 0,00
MA2 82,00 18,00 0,00
MA3 94,00 6,00 0,00
ME1 75,00 25,00 0,00
ME2 96,00 4,00 0,00
ME3 88,00 12,00 0,00

1 - CH=isolado de chuchu; PE=isolado de pepino; CL=isolado de pepino; AB=isolado de abébora; MA=isolado de melancia;
ME-=isolado de meldo. 2 - percentuais



30

3.3.3.1.2 Caracterizacdo quanto as dimensdes dos conidios

Com relacdo as dimens@es dos conidios analisados, estas variaram entre 1,55 a
8,33 um de largura, 2,89 a 19,99 um de comprimento, € a relacdo entre o comprimento e
o largura variou entre 2,35 e 3,94. Dentre os isolados analisados, os isolados PE1, PE3,
PE4, PE5, CL7, CL11, CL15, CL20, CL22, CL41, AB3 e MAL apresentaram dimensfes
dentro da faixa de 4,5 a 6um de largura e 10 a 15 pum de comprimento, dimensdes estas
descritas por Sutton (1992), para caracterizacdo de conidios de C. lagenarium. Apenas 0
isolado PE6 apresentou dimensfes maiores em comprimento e largura que as utilizadas
na classificacdo. Os demais isolados apresentam dimensdes menores que as descritas,
levantando a hipdtese de serem identificados como C. gloeosporioides. O teste Cluster
realizado revelou a formacédo de 7 grupos, onde observa-se que todos isolados do grupo
1, trés isolados do grupo 2, um isolado do grupo 3 e o Unico isolado do grupo 5, se
apresentam dentro da faixa de classificacdo, os demais grupos (4, 6 e 7) sdo formados
por isolados que ndo se encaixam nas descri¢des (Tabela 6).

A pesar dos isolados apresentarem médias relagdo comprimento/largura variando
entre 2,35 e 3,94, analisando-se apenas a relacdo C/L dos isolados que se encontram
dentro da faixa de classificacdo utilizada, conclui-se que a maior relagdo é de 3,60, e que
a media para relacd@o entre estes isolados é de 2,91. Ao aferir as dimensdes de conidios
de C. gloeosporioides em seringueira, Furtado et al. (1999), observou médias de
relacbes comprimento/largura que variavam de 3,16 a 4,15, considerando mais ovalados
os isolados que apresentavam relacdes C/L menores. Couto & Meneses (2004)
consideraram que os isolados que apresentaram relagcdo C/L menor produziam conidios
menores em relacdo aos outros isolados de C. musae. A avaliacdo do tamanho dos
conidios pela relacdo C/L parece ser um bom parametro, indicando que quanto maior o
quociente dessa relacdo, os conidios sdo mais longos e delgados e vice-versa (Veras et
al., 1997). Considerando-se que, mediante a relacdo média dos isolados ser de 2,91, os
isolados possuem formas mais oblongas que longas. Formas longas caracterizam
isolados de C. gloeosporioides. Através da morfologia dos conidios, Furtado et al.

(1999) diferenciaram os isolados C. gloeosporioides de folha e haste que se
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apresentaram mais longos, dos isolados de frutos e painel, que se apresentaram com

dimensodes intermedidrias.

Tabela 6. Comprimento, largura, e relacdo C/L de conidios de isolados de C. lagenarium

Largura Comprimento «

Isolados - Grupos Media Min.  Max. Media Min. Max. Relagdo C/L
CH1! 2 3,69° j 2,50 4,17 12,50 ef 6,66 18,33 3,29 bcdefgh
CH3 4 2,25 | 1,78 3,33 7,77 g 3,11 1554 3,49 abcde
CH4 7 2,28 | 155 444 534 h 2,89 8,66 2,35 k
PE1 1 475 cd 333 583 1399 abcd 8,33 16,66 2,92 fghij
PE3 1 508 bc 417 6,66 15,10 b 1333 16,66 2,94 fghij
PE4 1 4,62 defg 4,17 500 14,70 abc 11,66 16,66 3,18 cdefghi
PE5 1 5,28 b 4,17 583 14,65 abc 10,00 16,66 2,79 ijk
PE6 6 6,38 a 5,83 8,33 15,73 a 14,16 17,49 2,49 jk
CL5 2 2,98 k 250 4,17 11,88 f 10,00 13,33 3,94 a
CL7 1 4,93 cd 3,33 6,66 15,21 b 10,00 19,99 3,05 efghi
CL11 1 481 cde 4,17 6,66 14,45 abc 9,16 18,33 3,05 efghi
CL15 2 488 cd 417 6,66 14,93 b 1250 16,66 3,07  efghi
CL20 1 469 def 3,33 583 14,69 abc 10,83 19,16 3,12  defghi
CL22 1 470 de 417 583 14,86 b 9,16 18,33 3,19  cdefghi
CL41 1 436 fgh 4,17 500 14,79 b 1166 16,66 3,40  bcdef
AB274 3 3,86 ij 3,33 4,17 13,08 bcdef 6,66 19,99 3,48 abcde
AB1 2 4,07 hi 333 583 11,78 f 9,16 13,33 2,90 ghij
AB2 1 428 gh 333 583 1553 a 1250 18,33 3,60 abc
AB3 1 5,08 bc 4,17 6,66 1491 b 11,66 16,66 2,95 fghij
MA1 3 443 efg 333 583 1256 def 10,83 14,99 281 hijk
MA2 2 4,00 hi 333 500 11,51 f 9,16 13,33 2,88 ghij
MA3 2 3,20 k 2,50 4,17 11,85 f 7,50 16,66 3,78 ab
ME1 3 3,83 ij 333 4,17 12,74 cdef 10,83 14,99 3,33  bcdefg
ME2 4 2,80 k 250 333 786 g 5,00 1333 281 hijk
ME3 5 3,87 ij 3,33 5,00 14,06 abcde 10,83 16,66 3,60 abcd

CV (%) 3,085 5,727 5,731

1 - CH=isolado de chuchu; PE=isolado de pepino; CL=isolado de pepino; AB=isolado de ab6bora; MA=isolado de melancia;
ME-=isolado de mel&o. 2 - micrdmetros

3.3.3.2 Caracterizacao dos apressorios de C. lagenarium

3.3.3.2.1 Caracterizagdo quanto a forma do apressorio

Os apressorios quando observados em microscopio Optico, apresentaram-se
melanizados, formados por uma unica celula, com presenca de um septo separando-0s

do tubo germinativo, e variando em trés formas predominantes: globosos, clavados, e
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lobulados ou irregulares. Os apressorios clavados foram encontrados em todos isolados
analisados, variando de 8 a 76% dos apressorios avaliados. Os apressorios globosos
foram encontrados em 16 dos 17 isolados analisados variando de 16 a 76% dos
apressorios avaliados. Os apressorios lobados ou irregulares foram encontrados em 14
dos 17 isolados analisados, no entanto compunham de 8 a 80% do total de apressorios
analisados (Tabela 7). Os isolados CH3, CH4 e CL11, apesar de terem germinado e
formado hifas a partir dos esporos, ndo apresentaram formacgdo de apressorios nas
condi¢bes do experimento. Demais isolados que ndo sdo apresentados ndo foram

avaliados.

Tabela 7. Caracterizacdo morfoldgica dos apressorios de C. lagenarium

Isolados Globosos Clavados Lobulados
PE3! 16° 72 12
PE5 52 8 40
PE6 60 32 8
CL5 0 20 80
CL7 28 12 60
CL15 35 52 13
CL20 52 16 32
CL22 32 20 48
AB1 32 16 52
AB2 48 24 28
AB3 16 40 44
MA1 36 40 24
MA3 16 32 52
ME1 24 76 0
ME2 40 60 0
ME3 24 20 56

1 - CH=isolado de chuchu; PE=isolado de pepino; CL=isolado de pepino; AB=isolado de abébora; MA=isolado de melancia;
ME-=isolado de meldo. 2 — percentagens.

A descricdo para apressorios de C. lagenarium dada por Sutton (1992)
compreende os formatos oval, clavado, e irregular. Em trabalho mais recente, Shen et al.
(2001) descreve que o0s apressorios encontrados eram ocasionalmente clavados, a
maioria oval e alguns levemente lobulados. No entanto, Sutton (1992) em sua descri¢do
de apressorios para a espécie C. gloeosporioides cita as formas ovais, clavadas e

levemente lobuladas, o que confunde a distingdo das duas espécies por apresentarem
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formas muito semelhantes, sendo a mesma, para formas de apressorios. Conclui-se que,
a forma dos apressorios isoladamente ndo constitui uma boa caracteristica para
identificacdo ou caracterizacdo da espécie C. lagenarium.

A pigmentagéo dos apressorios do género Colletotrichum esta relacionada com a
capacidade de penetracdo no tecido do hospedeiro. Deising et al., (2000) citam que
isolados de Colletotrichum spp. tratados com inibidores da biossintese de melanina sao
incapazes de penetrar no tecido do hospedeiro. Do mesmo modo, Kubo et al. (1982)
trabalhando com isolados de C. lagenarium observaram uma relagdo entre a falta de
capacidade para penetrar numa membrana de nitrocelulose com a pigmentacdo dos
apressorios. Apresar de todos isolados que formaram apressorios apresentarem
coloracdo castanha, devido presenca de melanina, nem todos isolados que apresentaram
estas caracteristicas se mostraram virulentos a espécies de cucurbitaceas (Capitulo 2).
No entanto, os isolados CH3, CH4 e CL11, que ndo apresentaram formacdo de
apressorios nas condi¢cBes do experimento, também ndo se mostraram virulentos as
espécies de cucurbitaceas, sugerindo possivel perda de viruléncia devido ndo producgédo

de estrutura necessaria a penetracao.

3.3.3.2.2 Caracterizagdo quanto as dimensdes do apressorio

As dimensdes dos apressorios analisados variaram entre 4,21 a 11,10 um de
largura, 5,55 a 14,43 um de comprimento, e a relacdo entre o comprimento e a largura
variou entre 1,12 a 1,49 (Tabela 8). Todos os isolados apresentaram apressorios com
dimensdes médias dentro da faixa descrita por Sutton (1992), cujo comprimento varia de
6,5 a 16um, e a largura varia de 5,5 a 10um de comprimento. Da mesma forma que o
formato de apressorios das espécies C. lagenarium e C. gloeosporioides ndo constitui
uma boa caracteristica para distingdo entre elas, as dimensdes (comprimento e largura)
também ndo possibilitam tal distin¢do. A amplitude descrita, tanto para 0 comprimento,
quanto para a largura dos apressérios de C. lagenarium pode ser sobreposta pela
amplitude descrita para as mesmas dimensdes de C. gloeosporioides (de 4 a 12um de

largura, e de 6 a 20um de comprimento).
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Tabela 8. Comprimento, largura e relacdo C/L dos apressorios de isolados de C. lagenarium

Largura Comprimento x

Isolados  Grupos Média Min. Max. Média Min. Max. Relagdo C/L
CH1* 3 5,64 i 444 666 6,88 e 599 821 1,22 bcde
PE3 2 7,49 def 6,77 860 974 ab 894 1227 130 bhc
PE5 2 8,09 bc 743 888 922 bc 7,99 1021 114 de
PE6 2 8,46 ab 7,77 932 971 ab 7,77 1221 1,15 de
CL5 2 6,88 gh 577 888 1026 a 843 1443 149 a
CL7 2 8,68 a 666 11,10 10,75 a 8,44 1443 1,22 bcde
CL15 2 7,32 efg 632 854 960 abc 855 11,87 1,32 bc
CL20 2 7,73 cde 666 88 872 cd 777 999 1,12 e
CL22 2 7,77 cde 599 888 894 bed 666 11,1 1,15 de
AB1 1 6,65 h 555 7,77 8,07 d 666 932 121 de
AB2 1 7,03 fgh 577 844 797 d 644 888 1,13 d
AB3 1 7,03 fgh 555 8,88 814 d 599 10,66 1,15 de
MAL1 3 5,54 i 421 777 6,71 e 555 9,10 1,21 cde
MA3 2 795 bed 666 88 954 abc 7,10 11,10 120 cde
ME1 2 8,03 bc 755 888 972 ab 88 999 121 cde
ME2 1 5,89 i 444 777 8,04 d 666 999 136 b
ME3 1 6,94 gh 555 88 883 bed 666 11,10 1,27 bed
CV(%) 2,827 4,284 4,344

1 - CH=isolado de chuchu; PE=isolado de pepino; CL=isolado de pepino; AB=isolado de abébora; MA=isolado de melancia;
ME=isolado de meléo. 2 - micrometros

Comprimento e largura de apressérios até recentemente eram largamente
utilizados nos estudos de taxonomia para todo o género Colletotrichum (Vinnere, 2004).
De acordo com Sutton (1992), apressorios de C. gloeosporioides apresentam dimensdes
ligeiramente maiores que apressorios de C. acutatum, no entanto, Vinnere (2004)
enfatiza que, na pratica, a diferenciacdo destas duas espécies utilizando-se apenas as
dimensdes dos apressorios € muito dificil, proporcionando resultados ndo muito claros e
confidveis. Alem disso, Simmonds (1965) menciona que as espécies de Colletotrichum
utilizadas em seus estudos ndo apresentaram diferencas significativas quanto as

dimensdes dos apressorios, necessitando assim de estudos mais detalhados.

3.4 Conclustes

O crescimento micelial e a esporulacdo apresentaram melhores respostas para

maioria dos isolados quando cultivados em meio de Aveia.
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O crescimento micelial apresenta resultados reprodutiveis variando-se 0s meios
de cultura, no entanto € muito variavel entre os isolados.

A esporulacgdo é variavel tanto entre os isolados, quanto entre os meios de cultura
analisados.

As caracteristicas culturais como coloragdo e topografia de coldnia, e formacao
de setores, apresentaram grande variabilidade, inviabilizando a identificagdo da espécie
por meio destas.

A coloragdo da massa conidial apresentou pouca variacdo, sendo uma
caracteristica que poderia identificar a espécie C. lagenarium, no entanto nem todos
isolados a apresentaram.

A maioria dos isolados apresentaram conidios e apressorios com formatos e
dimensdes dentro do esperado para a espécie. Alguns isolados que apresentaram
dimensdes inferiores, e poderiam ser identificados como C. gloeosporioides devido
proximidade de caracteristicas.

As caracteristicas morfoldgicas ndo se apresentaram como bons parametros para
identificacdo da espécie C. lagenarium, pois se assemelham as caracteristicas de outras

espécies, principalmente C. gloeosporioides.



4 CARACTERIZACAO PATOGENICA E IDENTIFICACAO MOLECULAR
DE ISOLADOS DE Colletotrichum lagenarium

Resumo

A antracnose, causada por Colletotrichhum lagenarium, provoca sérios prejuizos
nas culturas de cucurbitaceas. No Brasil, a antracnose ocorre em praticamente todas
regidbes onde se cultiva qualquer espécie de cucurbitdcea, sendo constatada em
plantacdes de abobrinha, chuchu, melancia, meldo e pepino. O presente trabalho visa a
caracterizacdo patogénica e a identificagdo molecular dos isolados de C. lagenarium,
oriundos de plantas da familia Cucurbitaceae. Os isolados foram obtidos através de
isolamento de tecidos de cucurbitaceas que apresentavam sintomas de antracnose. A
caracterizacdo patogénica envolveu a avaliacdo da viruléncia de todos os isolados em
inoculacdes cruzadas com pepino, meldo, melancia, abobora e chuchu, além da
avaliacdo do periodo de incubagdo, do periodo latente e do indice de crescimento da
lesdo. A identificacdo molecular compreendeu a analise de PCR, utilizando “primer”
especifico para C. lagenarium, para auxilio na identificacdo da espécie. Dos 25 isolados
testados nas inoculagdes cruzadas, apenas 14 se apresentaram virulentos aos hospedeiros
testados. N&o foi encontrada correspondéncia entre a viruléncia do isolado e o
hospedeiro de origem, o local de coleta, suas caracteristicas culturais ou morfolégicas.
Cada isolado apresentou um comportamento diferente perante os demais, quando se
considerou a gama de hospedeiros a ele suscetiveis, e ao seu comportamento quanto aos

periodos latente e de incubacdo, e ao indice de crescimento de lesdo. Quanto aos
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isolados que ndo apresentaram viruléncia a nenhum hospedeiro testado, acredita-se que a
perda da viruléncia esteja relacionada com o periodo em que os isolados permaneceram
armazenados em meio BDA, imersos em 6leo mineral. O periodo de incubagdo variou de
dois a sete dias, e periodo latente variou de trés a nove dias, resultados néo discordantes aos
encontrados na literatura. O indice de crescimento de lesdo variou de 0,5 a 4,9mm/dia,
sugerindo que exista variabilidade na agressividade dos isolados. Contudo, ndo foi
observada correlacdo entre os periodos latentes e de incubacdo, e o indice de crescimento de
lesdo. Através da identificacdo molecular, cinco isolados puderam ser identificados pelo
“primer” especifico utilizado, contudo ndo foi encontrada correspondéncia entre a

identificagdo molecular e as caracterizag@es cultural, morfoldgica e patogénica.

Pathogenic characterization and molecular identification of Colletotrichum lagenarium

isolates

Summary

Anthracnose, caused by Colletotrichum lagenarium, causes severe losses in the
cucurbitaceous crops. In Brazil, anthracnose occurs in practically all regions where species
of cucurbitaceous plants are cultivated, mainly in pumpkin, chayote, watermelon, melon and
cucumber fields. The aim of this work was to determine the pathogenic characterization and
the molecular identification of C. lagenarium isolates, isolated from plants of the
Cucurbitaceae family. The isolates used in this study were obtained through isolation from
plants presenting symptoms of Anthracnose. The pathogenic characterization involved the
evaluation of the virulence of all isolates on cross inoculations with cucumber, melon,
watermelon, pumpkin and chayote, evaluation of the incubation period, the latent period and
lesion growth. For the molecular identification PCR analysis was used, with specific primer
for C. lagenarium, to assist the identification of the species. From the 25 isolates tested in
the cross inoculations, only 14 were virulent to the tested host plants. Correspondence was
not found between the virulence of the isolates and the host plants origin, local of origin, and

the cultural and morphological characteristics. Analyzing the variability of susceptible host
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plants, the inoculation and latent periods, and lesion growth, each isolate showed a different
behavior compared to the others. The virulence loss of some isolates could be caused by the
period that they had been stored on PDA medium, immersed in mineral oil. The incubation
period varied from two to seven days, and the latent period varied from three to nine days.
Lesion growth varied from 0.5 to 4.9mm/day, suggesting that exists variability in the
agressiveness of the isolates. However, it was not observed correlation between the latent
and incubation periods, as well as in lesion growth. Five isolates were identified to the pair
of primers used, although correspondence was not found among the molecular identification

and the cultural, morphological and pathogenic characterization.

4.1 Introducéo

Entre as doencas que ocorrem em cucurbitaceas, a antracnose, causada por
Colletotrichum lagenarium ((Pass.) Ell. & Hals.) (sin. C. orbiculare (Berk. & Mont) Arx), é
provavelmente uma das principais, em varias partes do mundo. Nas cucurbitaceas, como
pepino, chuchu, meldo e melancia, a antracnose é muito freqiiente e causa prejuizos bastante
elevados. O patdégeno afeta toda parte aérea da planta, em qualquer fase do seu
desenvolvimento, e causa desfolha precoce, com perda de vitalidade ou morte. Quando a
doenca incide sobre os frutos, os deprecia comercialmente, chegando a inutiliza-los para o
consumo. Quando o cultivo e feito em épocas quentes e umidas, a doenga pode se tornar
fator limitante para a cultura. (Agrios, 1997; Kurozawa & Pavan, 1997; Thompson &
Jenkins, 1985; Sitterly & Keinath, 1996).

A patogenicidade especifica a um determinado hospedeiro, ou grupo de hospedeiros,
é constantemente utilizada em chaves de classificacdo para espécies de Colletotrichum
(Baxter et al. 1983; Sutton, 1980). Contudo, em grande parte dos casos, a distin¢éo entre
espécies de Colletotrichum é feita com base em caracteristicas morfologicas dos esporos e
apressorios (Sutton, 1992).

Atualmente sdo reconhecidos trés grandes grupos do género Colletotrichum,
baseados nas espécies C. gloeosporioides, C. acutatum e C. orbiculare, as quais sdo
agregadas as demais espécies (Cannon et al., 2000). Dados moleculares e culturais

indicam que muitas espécies do género Colletotrichum, particularmente aquelas que
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apresentam infeccdo intracelular hemibiotréfica, poderiam ser agrupadas junto a espécie
C. orbiculare (Bailey et al., 1996; Sherriff et al., 1994; Sreenivasaprasad et al., 1996).

Além dos métodos tradicionais de caracterizacao, analises cultural e morfologica,
outros métodos vém sendo empregados recentemente com maior freqiiéncia, entre eles a
patogenicidade, os grupos de compatibilidade vegetativa, a analise isoenzimatica, e 0s
métodos moleculares, como RAPD e RFLP. Recentemente observa-se a necessidade de
utilizar diferentes métodos de caracterizagdo aliados aos métodos moleculares,
principalmente devido a grande variabilidade genética encontrada dentro do género
Colletotrichum (Menezes, 2002).

Por meio de testes de patogenicidade em ramos e frutos de macieira, Carvalho et
al. (2000) caracterizaram isolados de C. gloeosporioides e C. acutatum, ambos
associados a podriddo amarga da maca. As inoculages em frutos revelaram que as duas
espécies sdo capazes de causar podriddes, com algumas diferencas na sintomatologia.
Porém, somente os isolados da espécie C. gloeosporioides foram patogénicos as folhas
de macieira, sendo, portanto, essa a espécie causal da mancha de Glomerella em
macieiras no Brasil. Bernstein et al. (1995), compararam setenta e dois isolados de
Colletotrichum isolados de péssego, macd, pecan, morango e abacate. Os isolados
puderam ser separados por coloragdo da coldénia em dois grupos, contudo, apesar das
diferencas culturais, os testes de patogenicidade em frutos destacados de pessegueiro
revelaram ndo ser possivel distinguir os sintomas causados pelas duas espécies. Os
autores concluiram que ambas as espécies ocorrem indistintamente causando doengas
em péssego, macd e pecan. No Brasil, em dois estudos semelhantes a esse Ultimo (Goes
& Kimati, 1997a;b), encontraram resultados semelhantes. Os autores verificaram que,
tanto C. gloeosporioides como C. acutatum, ocorrem naturalmente em plantas citricas
com sintomas de queda prematura dos frutos. Da mesma forma, os isolados puderam ser
separados a partir das caracteristicas culturais, alem de serem observadas diferencas na
forma dos apressorios entre as duas espécies. Além dessas diferencas culturais e
morfoldgicas, os resultados dos testes de patogenicidade revelaram que somente 0s

isolados de C. acutatum reproduziram os sintomas de queda prematura dos frutos.
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Além da caracterizacdo entre diferentes espécies de Colletotrichum, estudos de
patogenicidade tém revelado também variabilidade dentro de uma mesma espécie, como
é 0 caso do trabalho conduzido por Freeman et al. (1996). Trabalhando com isolados de
C. gloeosporioides de améndoa e de abacate, os autores realizaram inoculacdes
cruzadas, em frutos destacados de ambas culturas. Os isolados provenientes de abacate
provocaram intensidades semelhantes de doenca em abacate e améndoa, porém, 0s
isolados de améndoa foram bem menos agressivos quando inoculados em abacate. 1sso
revelou um certo grau de especializacdo nos isolados provenientes de améndoa.
Também no Brasil ja se verificou variabilidade na capacidade patogénica de C.
gloeosporioides. Furtado et al. (1999), estudando a variabilidade entre isolados de folha,
painel, haste e frutos de seringueira, verificaram diferencas na patogenicidade quando
foram inoculados discos de foliolos de seringueira em condicfes de laboratorio. Da
mesma forma, Assis et al. (2001), verificaram diferencas na agressividade entre seis
isolados de C. gloeosporioides de frutos de mangueira por meio de testes de
patogenicidade em frutos destacados das variedades Espada, Rosa e Tommy Atkins.
Além disso, esses isolados se diferenciaram quanto ao crescimento micelial e
esporulacédo quando diferentes fontes de carbono foram incorporadas ao meio de cultivo.
O conhecimento da variacdo da patogenicidade deve ser o passo inicial de todo e
qualquer trabalho de melhoramento de cucurbitaceas visando a obtencdo de variedades
resistentes a antracnose, e também a qualquer recomendacdo de rotagdo de culturas
pertencente a familia Cucurbitaceae (Lisboa, 1962).

Através de testes de inoculagdo cruzada e marcadores moleculares, Hayden et al.
(1994) conseguiram separar o bidtipo de infectivo a manga dos demais isolados do
complexo C. gloeosporioides. Mills et al. (1992), conseguiram separar isolados de C.
gloeosporioides oriundos de manga de demais isolados de C. gloeosporioides apenas
utilizando marcadores moleculares.

Tecnicas moleculares tem sido utilizadas para diversos fungos, porém,
particularmente para o género Colletotrichum, elas tém auxiliado grandemente na
demonstragdo da variabilidade inter e intraespecifica. As técnicas mais empregadas com

essa finalidade sdo o “Restriction Fragment Length Polymorphism” (RFLP) e “Random
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Amplified Polymorphic DNA” (RAPD). Braithwaite et al. (1990), utilizaram a técnica
de RFLP para demonstrar a divergéncia genetica entre C. gloeosporioides tipos A e B,
duas populagdes com diferencas morfologicas, patogénicas e bioguimicas que ocorrem
em Stylosanthes, na Austrélia. Utilizando essa técnica, esses autores revelaram que
ambas as populacdes sdo geneticamente homogéneas, porém distintas entre si. O fato de
ndo ocorrerem as fases perfeitas de nenhuma dessas populagdes na Australia, explica a
uniformidade genética intrapopulacional e descarta a possibilidade de especializagdo
patogénica dessa espécie. Dessa forma, os autores concluem que a existéncia de duas
populacdes tdo diferentes s6 pode ser explicada por duas diferentes introduces do
patégeno no pais.

A técnica de RAPD foi utilizada no Brasil, numa série de trabalhos, para
caracterizar isolados de C. lindemuthianum do feijoeiro (Vilarinhos et al., 1995; Alzate-
Marin et al., 1997; Mesquita et al., 1998). Nesses trabalhos, foram utilizados diversos
isolados do fungo, numa tentativa de discriminar as diferentes racas por meio da técnica
de RAPD. Apesar dos resultados ndo terem permitido 0 mesmo agrupamento obtido com
os testes de inoculacdo em variedades diferenciadoras, a técnica mostrou bom potencial
na caracterizacdo da variabilidade patogénica de C. lindemuthianum. Além dessa
espécie, 0 RAPD ja foi utilizado, com sucesso, para caracterizar a variabilidade de C.
graminicola (Guthrie et al., 1992; Browning et al., 1999), C. orbiculare (Correll et al.,
1993) e C. gloeosporioides (Alahakoon et al., 1994; Hayden et al., 1994; Kelemu et al.,
1999).

O presente trabalho visa a caracterizar patogenicamente e realizar a identificacdo
molecular dos isolados de Colletotrichum lagenarium, oriundos de plantas da familia

Cucurbitaceae.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Caracterizacdo patogénica

Os isolados de C. lagenarium foram obtidos de plantas da familia das

cucurbitéaceas, provenientes de diferentes localidades. Ap6s o isolamento e formacéao de
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coldnia, a manutencdo dos isolados foi feita tubos de ensaio contendo meio BDA
inclinado, imersos em 6leo mineral Nujol® autoclavado.

Os isolados de C. lagenarium, independentemente do hospedeiro em que foram
obtidos, foram inoculados em plantulas de pepino (Cucumis sativus), meldo (Cucumis
melo), melancia (Citrullus lanatus) e abobora (Cucurbita pepo), e plantas com 2 pares
de folhas expandidas de chuchu (Sechium edule). Para o teste de inocula¢do cruzada,
foram utilizadas sementes de pepino cv. Rubi, de meldo cv. Amarelo, de abdbora cv.
Menina Brasileira, e de melancia cv. Crimson Sweet, todas sem tratamento quimico de
sementes, a fim de ndo haver interferéncia nos resultados. Para testes com plantas de
chuchu, foram coletados frutos, que apresentavam inicio de brotacdo, na é&rea
experimental do Departamento de Fitopatologia, e na é&rea experimental do
Departamento de Horticultura. Para observar a possivel existéncia de diferencas quanto
a suscetibilidade ao C. lagenarium em diferentes cultivares de pepino, foi realizado um
ensaio complementar com oito cultivares de pepino e oito isolados do fungo. Os
cultivares testados foram: Rubi, Esmeralda tipo Caipira, Eclipse, Conserva SMR-58,
Beit Alpha, Fortuna, Safira (Hibrido F1) e Hibrido Pioneiro, todos sem tratamento
quimico de sementes.

Foram realizados dois ensaios com as plantulas de pepino, meldo, melancia e
abobora. No primeiro ensaio as plantulas testadas foram semeadas em copos pléasticos de
50 ml contendo substrato para semeadura de hortalicas “Plantimax”, acondicionadas em
caixas plasticas de 37cm de comprimento, por 26 cm de largura, por 12 cm de altura, e
mantidas na casa de vegetacdo até a geminacdo e expansdo dos cotilédones.
Posteriormente, realizou-se a inocula¢do colocando-se uma gota de 20l de suspenséo
de esporos calibrada em 10° conidios /ml em cada cotilédone. Plantulas inoculadas
apenas com &gua destilada serviram como controle. Dentro da bandeja foi adicionado
um volume de 200 ml de agua destilada para auxiliar a manutengdo da umidade. Logo
apos a inoculacdo as bandejas foram cobertas e vedadas com plastico e fita adesiva, a
fim de estabelecer uma cdmara Umida durante 48 horas apds a inoculagdo. A partir da
inoculacéo até o final das avaliagBes, as plantulas foram mantidas dentro do Laboratério

de Micologia, sob iluminacédo artificial (lampadas fluorescentes), e temperatura 24 + 2
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°C, para o desenvolvimento e avaliacdo dos sintomas. Foram utilizadas seis repeticdes
para cada isolado, em delineamento inteiramente casualizado.

No segundo ensaio realizado com as plantulas de pepino, meldo, melancia e
abobora, as mesmas foram semeadas em bandejas de 128 células, preenchidas com
substrato para semeadura de hortaligas “Plantimax”, e mantidas em casa de vegetagédo
até completa expansdo dos cotilédones. Posteriormente, realizou-se a inoculagdo
colocando-se uma gota de 20 pl de suspensdo de esporos calibrada em 10° conidios/ml
em cada cotilédone. Plantulas inoculadas apenas com &gua destilada serviram como
controle. As bandejas com as plantulas inoculadas foram acondicionadas em camara
Umida durante 48 horas, onde uma camada de serragem umedecida cobrindo o piso, e
um atomizador em funcionamento constante, mantinham a umidade relativa do ar
proxima a 100%. Apos o periodo de 48 horas em camara umida, as bandejas com as
plantulas foram mantidas em casa de vegetacdo para o desenvolvimento e avaliacdo dos
sintomas. O ensaio foi composto por oito repeti¢des para cada isolado, em delineamento
inteiramente casualizado.

Para avaliacdo da viruléncia em plantas de chuchu, os frutos com brotacédo
iniciada, foram plantados em vasos com capacidade para um litro, utilizando-se solo
esterilizado como substrato, e mantidos em casa de vegetacdo para desenvolvimento das
plantas. As plantas ao apresentarem duas folhas verdadeiras expandidas, foram
inoculadas colocando-se uma gota de 20 pl de suspensdo de esporos, calibrada em 10°
conidios/ml em cada folha. Folhas inoculadas apenas com agua destilada serviram como
controle. Os vasos com as plantas inoculadas foram acondicionados em camara Umida
durante 48 horas, onde uma camada de serragem umedecida cobrindo o piso, e um
atomizador em funcionamento constate, mantinham a umidade relativa do ar proxima a
100%. Apds o periodo de 48 horas em cadmara Umida, os vasos com as plantas foram
mantidos em casa de vegetagdo para o desenvolvimento e avaliagdo dos sintomas. Foram
utilizadas oito repeticdes por isolado, em delineamento inteiramente casualizado.

Para todos ensaios de inoculacdo cruzada, e para o ensaio de viruléncia em
pepino, as avaliacGes foram realizadas diariamente, apos retirada da camara-umida e

prosseguindo-se durante 15 dias. Foram avaliados a viruléncia, o periodo de incubacéo,
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o0 periodo latente e a velocidade de desenvolvimento da lesdo. O periodo de incubagéo
foi avaliado mensurando-se o periodo decorrido da inoculagéo até o surgimento da leséo.
O periodo latente foi avaliado mensurando-se o periodo decorrido da inoculacéo até a
esporulacdo do patogeno. A esporulacdo foi constatada através de andlise visual com
auxilio de lupa. A velocidade de desenvolvimento da lesdo foi avaliada mensurando-se
as lesdes com auxilio de um paquimetro, no sentido da nervura central das folhas ou
cotilédones, e no sentido perpendicular a nervura central, posteriormente transformados

em indice diario de crescimento de lesdo (IDCL).

4.2.2 ldentificacdo Molecular
4.2.2.1 Extragdo de DNA

Utilizou-se protocolo aprimorado para extragdo de DNA de Martins & Bacci
Junior (2001), adaptado para Colletotrichum, onde 8 discos de 5 mm de diametro foram
retirados de culturas crescidas em meio de Aveia, durante sete dias.

Para extracdo de DNA total, os micélios foram triturados e homogeneizados com
600ul de tampdo TNES (250mM Tris-base pH 7,5, 2M NaCl,, 100mM EDTA, 2,5%
SDS), dentro de tubos de 1,5 ml, esterilizados, com auxilio de um bastdo de vidro de
ponta conica. O homogeneizado foi incubado por 3 horas a 55 °C em banho-maria.
Adicionou-se 200ul de NaCl2 5M as amostras e agitou-se durante 15 segundos em
agitador de tubos. Centrifugaram-se as amostras por 3 minutos a 14000G. O
sobrenadante foi extraido com cuidado para ndo carregar particulas de micélio, e
transferido para um novo tubo de 1,5 ml com 600ul de isopropanol. As amostras foram
invertidas gentilmente por 30 vezes, para precipitacdo do DNA, e posteriormente foram
centrifugadas por 3 minutos a 14000G. O DNA formou um “pellet” no fundo do tubo e 0
sobrenadante foi descartado. Depois de seco em temperatura ambiente, o “pellet” de
DNA foi ressuspendido com 600l de etanol 70%, através de gentil inversao do tubo por
30 vezes. As amostras foram novamente centrifugadas a 14000G durante 3 minutos,
posteriormente foi descartado o sobrenadante e o “pellet” de DNA foi seco em

temperatura ambiente. Depois de seco o DNA foi dissolvido em 25ul de TE (1M Tris-
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HCI pH 8,0, 500mM EDTA pH 8,0), e tratado com adicdo de 3ul de RNAse, com
incubacdo por 30 minutos em banho-maria a 37 °C. O DNA foi quantificado em
espectrofotdmetro medindo-se a absorbancia no comprimento de onda de 260nm, e foi
analisada sua qualidade atraves da razdo obtida das O.D. 260/280, conforme descrito por
Sambrook et al.(1989). Posteriormente, as amostras de DNA foram diluidas para

concentracdo de 20ug/ul, e estocadas a -10 °C.

4.2.2.2 Reacdo de PCR

A identificacdo molecular dos isolados de C. lagenarium foi realizada através de
PCR (Polymerase Chain Reaction), utilizando o par de “primers” CoINT (5’-
GCTCCCGGTAAAAGGG-3’) e ITS4 (5°-TCCTCCTATTGATATGC-3’), provenientes
da Invitrogen Brasil Custom Technologies. O “primer” CoINT, especifico a C.
lagenarium, foi desenhado a partir dos resultados do seqiienciamento da regido I1TS1
(Mills et al, 1992), que além de apresentar alta conservagdo, também apresenta-se
variavel perante as espécies de Colletotrichum (Mills et al., 1992, 1994).

No entanto, o DNA gendmico obtido da extracdo ndo apresentou boa qualidade,
e as reacdes utilizando o DNA gendmico ndo apresentaram bons resultados. Optou-se
entdo por realizar uma amplificacdo da regido ITS utilizando o par de “primers”
universais 1TS4 e ITS5 (5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’), obtendo-se assim
no produto de reacdo um DNA de qualidade superior (White et al., 1990). O Produto da
reacdo foi entdo utilizado na reagdo de PCR com o par de “primers” especifico a C.
lagenarium. Como controle negativo, foi utilizado um isolado de C. gloeosporioides,
oriundo de frutos de piment&o, cuja identificagdo molecular ja era conhecida.

Os procedimentos para as reacdes de PCR foram basicamente aqueles descritos
por Willians et al. (1990). O processo foi dividido em duas etapas. Na primeira etapa foi
realizada a reacdo que utilizou os “primers” 1TS4 e ITS5, e nesta etapa foi utilizado o
DNA gendmico, o que resultou na amplificacdo da regido ITS. Na segunda etapa foi
realizada a reagcdo que utilizou os primes CoINT e ITS4, no entanto foi utilizado o

produto da amplificagdo da reacdo da primeira etapa como amostra de DNA. Foram
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utilizados tubos de 0,5 ml para as reacdes, que contiveram 1 x Tampao de PCR, 0,5mM
MgCl;, , 2,0mM de cada um dos quatro dNTP, 5ng de cada “primer” empregado, 1,5ul
de DNA, 14,37ul de agua miliQ autoclavada, 0,65 unidades de Tag DNA polimerase,
totalizando um volume de 25 pl. O mesmo procedimento foi adotado para as duas
etapas.

As amplificagbes para as ambas reagOes ocorreram em termociclador,
programado para 35 ciclos a 94 °C por 1minuto, 52 °C por 2 minutos, e 72 °C por 2
minutos, adaptado de Kelemu et al. (1999).

Aliquotas de 6pl dos produtos da reacdo e do marcador molecular 1Kb DNA
Ladder, foram adicionados de 6ul de tampdo de carregamento (Blue Juice), e
homogeneizados sobre parafilme. Os produtos de PCR e o marcador molecular foram
separados em gel de agarose a 1% em TBE (0,1M de Tris-HCI, 0,1M de &cido borico,
0,02 mM de EDTA, pH 8,3), numa voltagem aproximada de 120 volts. O gel foi
colorido com brometo de etidio durante 10 minutos e fotografado em transiluminador
sob luz UV.

A avaliacdo da PCR considerou como identificacdo positiva para a espécie C.
lagenarium, a presenca de banda com peso molecular de aproximadamente 600 pares de

bases, nas rea¢Bes onde se utilizou o “primer” ColINT.

4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Caracterizacdo patogénica de C. lagenarium

Quanto a viruléncia dos isolados de C. lagenarium, apenas 14 dos 25 isolados
inoculados em pepino, meldo, melancia, abobora e chuchu causaram lesdes nas plantas
(Tabela 09). Acredita-se que a perda da viruléncia de 11 isolados, entre eles os de
pepino, esteja relacionada com o periodo em que os isolados permaneceram
armazenados em meio BDA, imersos em 6leo mineral (Tabela 1). Mesmo aumentando-
se 0 numero de cultivares de pepino, buscando verificar a ocorréncia de reacdo
resisténcia a partir dos cultivares testados em ensaio adicional, os isolados de pepino

continuaram ndo produzindo lesdes.
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Entre os isolados de chuchu, apenas o isolado CH1 produziu lesdes em plantas
de chuchu, porém n&o produziu lesbes nas outras espécies testadas. Rego et al. (1995b)
também observaram baixa viruléncia para isolados oriundos de chuchu quando
inoculados em outras cucurbitaceas. Além do isolado CH1, o isolado ME3 tambem
produziu lesdes apenas em seu hospedeiro de origem. Isolados de Colletotrichum spp.
que se comportam mais virulentos aos seus hospedeiros de origem, que a outros
hospedeiros ja foram descritos por diversos autores (Lima Filho et al., 2003; Peres et al.,
2002; Hayden et al., 1994), chegando a sugerir a existéncia de grupos de especializacdo
patogénica (Munis et al., 1998). Contudo, entre os isolados testados, os isolados CL20,
AB3 e MAZ3 se apresentaram virulentos a outros hospedeiros que ndo os de sua origem,
indo contra aos resultados encontrados para CH1 e ME3.

Com excecdo do isolado CL20 que produziu lesbes apenas em plantulas de
melancia, os demais isolados de pepino causaram lesdes em plantulas de pepino,
melancia e meldo.

Os isolados de abdbora ABl e AB2 apresentaram-se virulentos ao seu
hospedeiro, no entanto o isolado AB3 ndo se mostrou virulento a plantas de abobora,
mas sim a plantas de meldo, melancia e chuchu. Os trés isolados de abdbora
apresentaram-se virulentos a meldo, aléem do isolado AB1 também se apresentar
virulento a pepino e melancia.

Entre os isolados de melancia, o isolado MAL1 foi virulento a pepino, meldo,
melancia, e chuchu, o isolado MAZ2 foi virulento a pepino, meldo e melancia, e o isolado
MA3 foi virulento apenas a pepino. Ja entre os isolados de meldo, todos foram
virulentos a meldo, no entanto o isolado ME1 também se apresentou virulento a pepino,
e o isolado ME2 se apresentou virulento a pepino, melancia e abdbora.

N&o foi encontrado nenhum isolado que se apresentasse virulento a todos
hospedeiros a0 mesmo tempo. No entanto, alguns isolados se apresentaram virulentos a
até quatro hospedeiros diferentes, o que é relevante no momento da escolha de uma
cultura para rotacdo com espécies da familia Cucurbitaceae, e na eliminacdo de plantas

voluntarias desta familia, para evitar fontes de indculo.
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Tabela 9. Inoculacdo cruzada de isolados de Colletotrichum lagenarium em pepino, meldo, melancia,
abobora e chuchu

Reacdo de Viruléncia

Isolados Pepino Meldo Melancia Abobora Chuchu
CHL -2 - - - *
CH3 - - - i i
CH4 - - - i i
PE1 - - - i i
PE3 - - - i i
PE4 - - - i i
PE5 - - - i i
PE6 - - - i i
CL5 ++ ++ +t i i
CL7 - - - i i
CL11 - - - . i
CL15 ++ ++ - i i
CL20 - - + i i
CcL22 + + - i i
CL41 - - - i i
AB274 - - - i i
AB1 + + + * )
AB2 - + - * -
AB3 - ++ ++ - *
MA1 ++ ++ t+ i *
MA2 ++ ++ tt i i
MA3 ++ - - i i
ME1 ++ ++ - i i
ME2 ++ ++ ++ i )
ME3 - ++ - ~ -

1 - CH=isolado de chuchu; PE=isolado de pepino; CL=isolado de pepino; AB=isolado de abdbora; MA=isolado de melancia; ME
isolado de meldo. 2 — (-) Avirulento (0/6 ou 0/8), onde: numerador = nimero de plantas com lesdo, e denominador = ndmero de
plantas inoculadas. (+) Virulento (1-4/6 ou 1-5/8). (++) Muito Virulento (5-6/6 ou 6-8/8).

Observou-se que plantas de pepino, meldo e melancia se apresentam mais
suscetiveis que as plantas de abobora e chuchu. Wasilwa et al. (1993) reexaminando as
racas 1 e 2 de C. orbiculare, com cultivares diferenciadoras de pepino, meldo, melancia
e abdbora, também observaram uma maior viruléncia dos isolados em melancia, mel&o e
pepino, e uma menor viruléncia em abdbora. Em trabalho visando encontrar hospedeiros
de C. lagenarium em cucurbitaceas, Rego et al. (1995b) identificaram duas espécies de
abdbora resistentes ao fungo, evidenciando que este género possui fontes de resisténcia a

C. lagenarium. N&o se observam relatos sobre a identificacdo de fontes de resisténcia em

pepino e meldo a C. lagenarium (Rego et al., 1995a; Goode, 1958; Winstead et al.,
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1959), mesmo estas cucurbitaceas apresentando alta diversidade genética (Clark et al.,
1991).

Né&o foi encontrada correspondéncia entre a viruléncia do isolado e o hospedeiro,
o local de coleta, suas caracteristicas culturais ou morfoldgicas. Cada isolado apresentou
um comportamento diferente perante os demais, quando se considerou a gama de
hospedeiros a ele suscetiveis. Rego et al., (1994) também ndo encontraram
correspondéncia entre a viruléncia e o hospedeiro, e o local da coleta de isolados de
melancia, no entanto Wasilwa et al. (1993) observaram correspondéncia entre a origem,
0 grupo de compatibilidade vegetativa e a viruléncia de isolados de pepino, meléo,
melancia e abdbora. Furtado et al. (1999) obtiveram correlagdo com os conidios mais
ovalados de C. gloeosporioides que ndo foram patogénicos a discos de foliolos de
seringueira, no entanto Sanders & Korsten (2003) ndo observaram correlagdo entre as
dimensdes dos conidios de C. gloeosporioides e a viruléncia dos isolados quando
inoculados em manga e abacate, assim como Assis et al. (2001) que ndo constataram
correlagdo entre as caracteristicas culturais de isolados de C. gloeosporioides e a
viruléncia dos mesmos em manga. Silva-Mann et al. (2001) trabalhando com o
complexo Colletotrichum associado a sementes de algodoeiro, ndo encontraram total
similaridade dos resultados de patogenicidade com os resultados das caracteristicas
morfologicas dos isolados, porém discutem a possibilidade do cultivar utilizado nos
testes de patogenicidade apresentar algum tipo de resisténcia, o que teria influenciado os
resultados na avaliacdo da patogenicidade.

Devido o comportamento diferenciado dos isolados, e ao reduzido numero de
isolados virulentos encontrados, ndo foi possivel detectar bidtipos especializados a um
hospedeiro, como foi possivel no trabalho de Hayden et al. (1994). Normalmente,
espécies distintas de plantas sdo utilizadas para identificacdo de formas especiais em
patogenos, entretanto este tipo de especializacdo ndo parece existir em C. lagenarium
(Rego et al., 1995a). Talvez com um maior nimero de isolados € um nimero maior de

variedades e de hospedeiros, se possa identificar tal especializacao.
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Da mesma forma que cada isolado se comportou distintamente perante aos
demais quanto a viruléncia, na avaliagdo do periodo de incubacdo, periodo latente e
indice de crescimento de lesdo, estes também se apresentaram diferentes entre si, além
de ndo haver correlacdo entre os trés fatores avaliados.

O periodo de incubacgdo, da inoculagdo ao surgimento de sintomas, variou em
média de dois a sete dias (Tabela 10). As lesdes resultantes apresentaram formato
circular a eliptico, e coloragdo que variou de castanho a marrom escura. LesGes marrom
escuras foram encontradas associadas a cotilédones de melancia, semelhante as descritas
por Wasilwa et al. (1993), e lesdes castanho associadas a folhas de chuchu e cotilédones
de meldo, pepino e abodbora. Os periodos de incubacdo se encontraram dentro do
relatado em trabalhos com C. lagenarium, variando de trés a seis dias (Wasilwa et
al.,1993; Shen et al., 2001; Rego et al., 1994). De um modo geral, os isolados de pepino
apresentaram menores periodos de incubacdo em pléantulas de melancia e meldo, do que
em seu hospedeiro de origem. Os isolados de melancia e abdbora apresentaram periodos
de incubacdo préximos para plantulas de pepino, meldo e melancia, com exce¢do do
isolado MAS3 que apresentou entre estes 0 maior periodo de incubacéo.

Observa-se nas plantulas de abdbora e chuchu que, além de se apresentarem
suscetiveis a um menor numero de isolados, o desenvolvimento da lesdo nas mesmas €
retardado e mais lento, com os maiores periodos de incubacdo e menores indices de
crescimento de leséo.

O periodo latente para a maioria dos isolados se apresentou dentro do esperado,
com esporulacdo do fungo durante os primeiros estadios de desenvolvimento de leséo,
como reportado por Thompson & Jenkins (1985). A média de dias ap6s o0 surgimento do
sintoma para a esporulacdo foi de aproximadamente 1,06 dias, sendo que muitas lesdes
quando foram constatadas ja exibiam esporulacdo. Na maioria das lesbes esporulantes,
foi possivel observar a formagdo de massa conidial de cor laranja, semelhante a
produzida pelos isolados em meio de cultura.

O indice de crescimento micelial serviu para acompanhar a evolugéo da lesdo e a
velocidade em que esta ocorre. Assim, podemos considerar que os isolados que

apresentaram 0s maiores indices de crescimento micelial foram mais agressivos, pois
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rapidamente a lesdo tomou a superficie do cotilédone ou folha inoculados. Observa-se
que o isolado ME2 apresentou 0 maior indice de crescimento de lesdo, apresentando
também o maior indice de crescimento micelial, no entanto o isolado MAL apresentou
um dos menores indices de crescimento micelial em meios de cultura, mas seu indice de
crescimento de lesdo foi maior que 70% dos isolados. Apesar de ndo se encontrar
correlagdo entre os resultados, o indice de crescimento de lesdo apresenta-se maior nos

isolados que apresentam um menor periodo de incubagao.

Tabela 10. Periodo de incubacdo, periodo latente, e indice de crescimento de lesdo de
isolados de C. lagenarium

solados Incubacdo” Laténcia® .C.L®

pe me ma ab ch pe me ma ab ch pe me ma ab ch
CH1 - - - - 50 - - - - 90 - - - - 30
CL5 40 30 20 - - 50 30 30 - - 28 30 35 - -
CL15 70 50 - - - 50 50 - - - 16 30 - - -
CL20 - - 20 - - - - 60 - - - - 15 - -
CL22 70 50 - - - 70 60 - - - 14 18 - - -
AB1 40 30 30 70 - 40 50 40 70 - 06 10 08 05 -
AB2 - 30 - 70 - - 40 - 70 - - 09 - 05 -
AB3 - 30 60 - 60 - 30 60 - 70 - 28 15 - 10
MA1 40 40 50 - 60 50 40 50 - 70 20 30 23 - 11
MA2 40 30 40 - - 50 40 40 - - 12 15 20 - -
MA3 70 - - - - 75 - - - - 0 - - - -
ME1 50 50 - - - 5060 - - - 1408 - - -
ME2 20 30 20 20 - 30 40 30 30 - 56 40 48 52 -
ME3 - 47 - - - - 70 - - - - 05 - - -

1 - dias da inoculacéo até aparecimento do sintoma; 2 — dias da inoculacéo até a esporulacéo; 3 — indice de crescimento de lesao
(mm/dia); pe — pepino; me — meldo; ma — melancia; ab — abébora; ch — chuchu. Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo
diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Observa-se que ndo h& uma uniformidade dos resultados dos periodos de
incubacdo e laténcia quando se analisa isolados de um mesmo hospedeiro, no entanto
entre 0s hospedeiros testados, para a maioria dos isolados as plantulas de pepino,
melancia e mel&o apresentam desenvolvimento de sintomas mais rapido que as plantulas

de abdbora, e plantas de chuchu. A Unica exce¢do ocorre quando inoculado o isolado
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ME2, que apresenta 0 mesmo comportamento para praticamente todas plantulas
inoculadas, com periodos de incubacdo e latente curtos, e um elevado indice de
crescimento de lesdo, chegando a necrosar por completo a plantula durante um curto
periodo.

Os resultados de patogenicidade, caracterizacdo cultural e caracterizacdo
morfoldgica ndo foram suficientes para caracterizar completamente os isolados de C.
lagenarium. Resultados semelhantes foram encontrados por Furtado et al. (1999), ao
avaliarem isolados de C. gloeosporioides isolados de diferentes tecidos de seringueira. A
impossibilidade de se agrupar os isolados segundo as caracteristicas analisadas poderia
ser decorrente da alta variabilidade apresentada pelos isolados para estas caracteristicas,

e/ou o pequeno numero de isolados utilizados neste estudo.

4.3.2 ldentificacdo molecular
4.3.2.1 Extracao de DNA

O DNA gendmico dos 25 isolados de C. lagenarium foi obtido através do
protocolo aprimorado de extracdo de Martins & Bacci Junior (2001), quantificado e
verificada sua qualidade conforme descrito por Sambrook et al.(1989). A quantidade de
DNA obtida da extracdo foi suficiente para realizacdo dos demais procedimentos
moleculares, contudo a qualidade do DNA néo se apresentou muito proxima do ideal,
com razdes das O.D. 260/280 variando entre 1,4 e 1,7, enquanto que o ideal seria

estarem entre 1,8 e 2,0, contudo ndo impossibilitaram a execucdo do trabalho.

4.3.2.2 Reacédo de PCR

A reacdo de PCR utilizada para amplificagdo da regido ITS apresentou resultados
positivos, ou seja, visualizacdo de bandas de aproximadamente 600 pares de bases, para
todos os isolados testados. No entanto, na reacdo de PCR que utilizou os “primers”
CoINT e ITS4, apenas os isolados CH3, PE4, AB274, ME1 e ME2 apresentaram
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bandas, também com aproximadamente 600 pares de bases, os demais isolados,
virulentos ou ndo nos testes de inoculacdo cruzada, ndo apresentaram bandas com a
utilizacdo dos “primers” CoINT e ITS4 (Figura 1 e 2). Também néo apresentou banda o
isolado de C. gloeosporioides, utilizado como controle negativo. O reconhecimento de
apenas 5 isolados sugere que possa haver uma especificidade muito grande do “primer”
CoINT, nédo possibilitando reconhecer os demais isolados, ou que haja variabilidade
genética entre as espécies de C. lagenarium na regido 1TS1, regido sequienciada de onde
o0 “primer” CoINT foi desenhado. Durante o trabalho ndo houve a possibilidade de
utilizacdo de outros métodos moleculares para melhor identificacdo e caracterizacao
molecular, no entanto sdo conhecidos outros metodos como seqtienciamento do material
genetico, ou caracterizagdo com utilizacdo de marcadores moleculares, que vém
apresentando bons resultados em estudos com o género Colletotrichum (Cannon et al.
2000; Menezes, 2002).

Os isolados que apresentaram bandas com a utilizagdo de “primer” especifico
para C. lagenarium ndo apresentam caracteristicas culturais, morfoldgicas ou
patogénicas comuns entre si, apenas os isolados ME1 e ME2 que s&o oriundos da mesma
espécie hospedeira (Capitulo 3 e 4). Da mesma forma, os isolados que ndo apresentaram
reacdo positiva com o “primer” CoINT, ndo apresentam caracteristicas comuns entre si,
e diferentes dos demais, que pudesse explicar os resultados obtidos.

Observa-se que as amostras das reacdes, no gel de agarose colorido e
fotografado, apresentam caracteristicas de degradacdo do produto da reacdo (Figura 1).
Contudo, as reacgdes foram realizadas repetidas vezes, e mesmo quando néo se observou
degradagdo do produto da reacdo, os isolados que ndo apresentaram reacdo positiva,

continuavam ndo apresentando bandas.
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Figura 1-Produtos da PCR de 12 isolados de C. lagenarium, com o par de “primers”
CoINT-ITS4 (M-marcador 1Kb; a-CH1; b-CH3; c-CH4; d-CL5; e-CL7; f-CL22;
g-PE3; h-PE4; i-AB2; j-MAL; k-MA3; I-ME3)
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Figura 2-Produtos da PCR de 15 isolados de C. lagenarium, com 0s pares de “primers
ITS4-1TS5 (_-1) e CoINT-ITS4 (_-2) (M-marcador 1Kb; a-CH4, b-PE1, c-PE3,
d-PE4, e-PES5, f-CL5, g-AB274, h-AB1, i-AB2, j-AB3, k-MEL1, I-ME2)

Conclusoes

Isolados provenientes de um determinado hospedeiro podem infectar outras
espécies de cucurbitaceas.

A variabilidade observada na viruléncia dos isolados impede o agrupamento dos
mesmos durante com base na gama de hospedeiros.

A ferramenta molecular PCR foi capaz de identificar isolados da espécies C.

lagenarium a partir do produto amplificado da regido ITS dos mesmos. No entanto, nem
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todos os isolados foram identificados dessa maneira, sugerindo que essa espécie

apresenta variabilidade na regido amplificada pelo “primer” CoINT.



CONCLUSOES GERAIS

O meio de Aveia contribuiu com melhores respostas de crescimento micelial e
esporulacéo.

O crescimento micelial, diferente da esporulacdo, apresenta resultados
reprodutiveis variando-se 0 meio de cultura, no entanto ambos apresentam variacao
quando se analisam os resultados entre os isolados.

As caracteristicas culturais, com excecdo da coloragdo da massa conidial,
apresentaram grande variabilidade, inviabilizando a identificacdo da espécie.

A maioria dos isolados apresentou conidios e apressérios com formatos e
dimensdes dentro do esperado para a espécie. Alguns isolados que apresentaram
dimensdes inferiores, e poderiam ser identificados como C. gloeosporioides devido a
proximidade de caracteristicas. Contudo, as caracteristicas morfolégicas ndo se
apresentaram como bons parametros para identificacdo da espécie C. lagenarium.

Isolados provenientes de um determinado hospedeiro podem infectar outras
espécies de cucurbitaceas.

A variabilidade observada na viruléncia dos isolados impede o agrupamento dos
mesmos com base na gama de hospedeiros.

A ferramenta molecular PCR foi capaz de identificar isolados da espécies C.
lagenarium a partir do produto amplificado da regido ITS dos mesmos. No entanto, nem
todos os isolados foram identificados dessa maneira, sugerindo que essa espécie

apresenta variabilidade na regido amplificada pelo “primer” CoINT.
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