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FITOSSANIDADE

ATIVIDADE PECTINOLITICA DE COLLETOTRICHUM GLOEOSPORIOIDES E A
RELACAO COM A AGRESSIVIDADE AO STYLOSANTHES SPP. (V)

CARLOS EDUARDO MARCHI (**); CELSO DORNELAS FERNANDES (*#); LUCIANA ROBERTA DE ARAUJO
GUIMARAES (°); LARISSA RODRIGUES FABRIS (°); MIRIAN DE FREITAS BORGES (%);
RENATA ALINE TRENTIN (°); VANESSA DE FATIMA JERBA (°)

RESUMO

A produgao de pectinases de 40 isolados de Colletotrichum gloeosporioides, obtidos de Stylosanthes
spp. em diferentes regides produtoras, foi estimada por meio de difusdo enziméatica em meio especifico
e mensuracgdo do halo de degradagdo de pectina. Em todos os isolados havia atividade pectinolitica, sendo
divididos em cinco grupos distintos. Na maior parte dos isolados notou-se moderada atividade de
pectinases. Em geral, isolados de Camapua-MS tiveram menor diversidade genética para a producao de
enzimas pécticas. Com base na atividade pectinolitica, isolados do patégeno foram selecionados e
inoculados em gendtipos de S. capitata (GC1081, GC1084, GC1086 e GC1094), S. scabra (GC1496) e S.
macrocephala (GC1511), visando analisar a influéncia das pectinases na agressividade ao hospedeiro.
Inicialmente, instalou-se ensaio de agressividade com os isolados CG656, CG657, CG687, CG706 e CG707,
sendo constatada agressividade diferenciada apenas quando inoculados em S. scabra. Enquanto CG657,
CG706 e CG707 foram os mais agressivos, CG656 foi o menos agressivo. Outro teste de agressividade
avaliou os isolados CG768, CG769, CG772, CG775, CG779 e CG781. Estes se diferenciaram quanto a
agressividade ao S. capitata (GC1081 e GC1094) e S. macrocephala (GC1511). Em geral, CG768 comportou-
se como pouco agressivo, enquanto que CG772, CG775 e CG781 como os mais agressivos. Para ambos,
nos ensaios de agressividade, ndo se evidenciou aumento da severidade da antracnose com o aumento
da atividade pectinolitica. Nas condi¢es analisadas, a agressividade de C. gloeosporioides ao estilosantes
néo foi influenciada pelas enzimas pécticas.

Palavras-chave: Pectinases, enzimas degradadoras de parede celular, Glomerella cingulata, antracnose,
variabilidade patogénica, estilosantes.
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ABSTRACT

PECTINOLYTIC ACTIVITY OF COLLETOTRICHUM GLOEOSPORIOIDES AND ITS
RELATIONSHIP WITH AGGRESSIVENESS TO STYLOSANTHES SPP.

Pectinolytic activity of 40 isolates of Colletotrichum gloeosporioides obtained from Stylosanthes
spp.lesions, in distinct producing regions, was estimated through the enzymatic diffusion in pectin-medium
free of glucose, and measured by pectin degradation. All isolates showed pectinolytic activity, and were
divided in five groups. Moderate production of pectic enzymes was evidenced in the majority of the
isolates. In general, isolates from Camapua-MS presented low genetic diversity for the production of
pectinases. Taking into account the activity of pectinases, isolates of the pathogen were selected and
inoculated in S. capitata (GC1081, GC1084, GC1086 and GC1094), S. scabra (GC1496) and S. macrocephala
(GC1511). Thus, the enzyme influence on aggressiveness to the host was evaluated. Initially, aggressiveness
test was installed with the isolates CG656, CG657, CG687, CG706 and CG707. Differences in aggressiveness
were observed only when the isolates were inoculated in S. scabra. The isolates CG657, CG706 and CG707
were the most aggressive, and CG656 was the least aggressive. Another aggressiveness test was established
to evaluate the isolates CG768, CG769, CG772, CG775, CG779 and CG781. These isolates showed differences
in their aggressiveness when inoculated in S. capitata (GC1081 and GC1094) and S. macrocephala (GC1511).
In general, CG768 exhibited the lowest while, CG772, CG775 and CG781 the highest aggressiveness. In
both aggressiveness tests, there were no evidences for a direct correlation of anthracnose increase in
severity with the of the pectinolytic activity. For the conditions evaluated, the pectic enzymes did not
influence the aggressiveness of C. gloeosporioides to the stylo.

Key words: Pectinases, cell wall degrading enzymes, Glomerella cingulata, anthracnose, pathogenic

variability, stylo.

1. INTRODUCAO

Estilosantes, Stylosanthes sp. (AUBLET) SWARTZ,
constitui importante fabdcea forrageira tropical,
sobretudo em areas de solos acidos e de baixa
fertilidade, podendo ser utilizado como banco de
proteina ou em consorciagdo com poéceas (FERNANDES,
2003). Apesar do grande potencial, o uso comercial
de Stylosanthes sp. tem sido limitado pela antracnose,
a mais importante e disseminada doenca dessa
forrageira (CHARCHAR et al., 2002; FERNANDES, 2003). A
antracnose afeta o estabelecimento, o crescimento, a
producdo de sementes e a persisténcia de praticamente
todas as espécies de Stylosanthes.

Colletotrichum gloeosporioides (PENz.) PENZ. e
Sacc., forma anamorfica de Glomerella cingulata
(STONEM.) SPAULD. e SCHERENK., é o principal agente
causal da antracnose. Tal patégeno incita dois tipos
de sintomas distintos, tipos A e B (CHAKRABORTY et al.,
1988). O sintoma tipo A caracteriza-se pela ocorréncia
de lesdes marrom-claras a cinzas e margens escuras
em caules, foliolos e inflorescéncias. J4 o sintoma tipo
B, observado apenas em S. guianensis (AUBLET) SWARTZ,
é caracterizado por necrose geral, sem margem
definida, em caules e foliolos.

Isolados de C. gloeosporioides, coletados em
diferentes regides do Brasil, principal centro de origem
e diversidade de estilosantes, possuem alta
variabilidade patogénica, constituindo diferentes
grupos quando caracterizados por meio de técnicas
moleculares (CHAKRABORTY et al., 1997). Tal

variabilidade do patégeno implica grande risco a
utilizagdo de novas cultivares da forrageira, fato
constatado anteriormente no Brasil e na Colombia,
onde a antracnose inviabilizou o cultivo de cinco de
oito cultivares de Stylosanthes spp. (MILEs et al., 1997).

Acredita-se que enzimas hidroliticas
secretadas por C. gloeosporioides atuam na interagao
com Stylosanthes spp., visto o amplo arsenal enzimatico
produzido por Colletotrichum spp., o qual é capaz de
destruir componentes estruturais de tecidos da planta,
e em alguns casos, culminar com a morte celular
(BaILEY et al., 1992). E provéavel que, durante a
patogénese, essas enzimas favorecam a penetracéo, a
colonizagdo, a obtencdo de nutrientes e/ou
contribuam para interferir nas reacdes de defesa do
hospedeiro (PascHOLATI et al., 1995; ANNIS e GOODWIN,
1997).

Atividade enzimadtica extracelular tem sido
demonstrada em C. gloeosporioides. Em isolados de
abacateiro, cajueiro, mamoeiro, mangueira e
maracujazeiro, por exemplo, constataram-se
atividades pectinolitica (Yakosy et al., 2001),
cutinolitica (DickMAN e PATIL, 1986), amilolitica,
lipolitica, proteolitica e celulolitica (Assis et al., 2001;
Liva FiLHO et al., 2003). Em alguns casos, evidéncias
tém sugerido a contribuicdo dessas enzimas na
patogénese do fungo, a exemplo das atividades de
cutinases e de pectato liase (PEL), cuja importancia
para o desenvolvimento da antracnose em frutos de
mamao (DickmaN e PaTiL, 1986) e abacate (YAKOBY et
al., 2001), respectivamente, foi demonstrada.
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Nao foram anotados relatos sobre a
diferenciagdo enzimatica, especificamente quanto
a producdo de pectinases, entre isolados de C.
gloeosporioides oriundos de Stylosanthes spp.
Essas enzimas, as quais degradam a pectina,
principal componente da parede celular primdria
e da lamela média, tém sido alvos de intensas
pesquisas, por se acreditar que constituem
importantes fatores de patogenicidade/
agressividade (ANNIs e GOODWIN, 1997). Assim,
objetivou-se analisar isolados de C.
gloeosporioides, provenientes de Stylosanthes spp.,
quanto a atividade pectinolitica e sua correlagdo
com a agressividade ao hospedeiro.

2. MATERIAL E METODOS

Isolados do fungo

Foram utilizados 40 isolados monospdricos de
C. gloeosporioides, pertencentes a colegdo do
Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Gado de
Corte, Campo Grande (MS). A origem e o ano de coleta
dos isolados, designados pelo prefixo CG, estdo

descritos na tabela 1.

Os isolados foram rotineiramente
cultivados em meio aveia-dgar (AA), e mantidos
a 28 °C e fotoperiodo de 12 horas. Para
preservacdo em longo prazo, discos de micélio
foram mantidos em frascos de penicilina contendo
6leo mineral estéril, a 25 °C.

Atividade pectinolitica in vitro

A atividade pectinolitica de C.
gloeosporioides foi estimada em ensaio de difusdo em
meio sd6lido contendo pectina, instalado em
delineamento inteiramente casualizado. Discos (6
mm de didmetro) de AA contendo micélio dos
isolados fungicos foram transferidos para placas de
Petri com 25 mL de meio mineral tamponado (MMT)
[2 g de KH,POy 7 g de K;HPO,; 1 g de (NH,),SOy; 1
g de MgS0,.7H,0; 0,6 g de extrato de levedura; 13
g de agar; 1 L de H,O destilada; pH = 7,2]
suplementado com pectina (3 g L!). Foram
preparadas quatro réplicas (placas) por isolado, as
quais permaneceram a 28 °C e fotoperiodo de 12
horas por sete dias. A capacidade dos isolados em
crescer em MMT suplementado com pectina foi
avaliada por meio da 4rea da coldnia micelial
(ACM), calculada apdés mensuragdo do diametro
médio da coldnia e aplicacdo da férmula ACM ==
x d?/4 (cm?).

Em seguida, a partir de cada repeticao, foi
transferido disco (6 mm de didmetro) de MMT com
micélio para placa de Petri com 25 mL de meio Mac
Ilvaine (7,74 g de acido citrico; 17,93 g de
Na,HPOy; 2,5 g de pectina citrica; 13 g de agar; 1
L de H,O destilada; pH = 6,0), o qual permitiu a
difusdo das pectinases para o meio circundante.
Essas placas foram mantidas a 40 °C por 48 horas.
Decorrido o tempo, foram vertidos 3 mL de solugao
lugol (5 g de KI; 1 g de iodo; 100 mL de H,O
destilada) sobre as placas. Apdés 20 minutos de
repouso, essa solucdo foi descartada.
Posteriormente, a area do halo de degradacado da
pectina (AHDP) foi visualizada conforme descrito
por HANKIN e ANAGNOSTAKIS (1975) e calculada
segundo MarcHI et al. (2006).

Teste de agressividade de C. gloeosporioides a
genoétipos de estilosantes

Foram utilizadas plantas de estilosantes,
correspondente as hospedeiras diferenciais GC1081,
GC1084, GC1086, GC1094 (S. capitata), GC1496 (S.
scabra) e GC1511 (S. macrocephala), com cerca de seis
semanas de idade, as quais foram cultivadas em
tubetes em casa de vegetacao.

Dois ensaios foram instalados, sendo o
primeiro desenvolvido com os isolados CG656, CG657,
CG687, CG706 e CG707, e o segundo com CG768,
CG769, CG772, CG775, CG779 e CG781. Suspensdes
de inéculo dos referidos isolados foram obtidas, e
ajustadas para a concentragdo de 1,0 x 10° conidios/
mL. Logo apds, procedeu-se a pulverizagdo das
plantas até a cobertura completa dos foliolos, sem
haver escorrimento. Utilizou-se delineamento de
blocos casualizados com sete repetigdes de 10 plantas,
em esquema fatorial. Apds a inoculagdo, as plantas
permaneceram em camara Umida (UR = 100%) a
temperatura ambiente por 48 horas. Posteriormente,
foram transferidas para bancadas em sala de
incubagdo a mesma temperatura e iluminagado natural
(CHAKRABORTY et al., 2002). Apés 12 dias, avaliou-se a
severidade (SEV) da antracnose, com base na escala
diagramaética proposta por CHAKRABORTY (1990).

A agressividade dos isolados foi estimada pela
média da severidade da antracnose observada nos
diferentes gendétipos de estilosantes. A reagdo dos
geno6tipos a C. gloeosporioides, por outro lado, foi
avaliada pela média da severidade da doenca incitada
pelos diferentes isolados do patégeno. Com base no
grau de resisténcia ao patégeno, os gendtipos foram
classificados segundo FERNANDES (2003), a saber: 1 -
imune (SEV=0); 2 - altamente resistente (0 < SEV = 2);
3 - resistente (2 < SEV = 4); 4 - suscetivel (4 < SEV
=7), e 5 - altamente suscetivel (SEV > 7).
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Tabela 1. Atividade pectinolitica de isolados de Colletotrichum gloeosporioides, provenientes de Stylosanthes spp. cultivado
em diferentes regides e safras, estimada por meio da area do halo de degradagido da pectina (AHDP) em meio
sélido Mac Ilvaine (pH=6,0)

Isolado (CG) Hospedeiro Local / Ano de Coleta AHDP (cm?)
002 Stylosanthes capitata Campo Grande, MS / 1994 7,00 a
020 S. capitata Planaltina, DF / 1994 2,27 b
656 S. capitata Campo Grande, MS / 2002 2,55 b
657 S. capitata Campo Grande, MS / 2003 1,85 ¢
672 S. capitata Campo Grande, MS / 2003 2,06 ¢
687 S. capitata Campo Grande, MS / 2003 1,44 d
706 S. capitata Campo Grande, MS / 2003 1,63 d
707 S. capitata Campo Grande, MS / 2003 2,08 ¢
722 S. capitata Chapadéao do Sul, MS / 2004 1,35d
730 S. capitata Campo Grande, MS / 2004 1,16 d
731 S. capitata Chapadao do Sul, MS / 2004 1,59 d
734 S. capitata Chapadao do Sul, MS / 2004 0,29 e
743 S. capitata Campo Grande, MS / 2004 1,66 d
745 S. capitata Camapua, MS / 2004 2,74 b
768 S. capitata Chapadao do Sul, MS / 2005 2,02 ¢
769 S. capitata Chapadao do Sul, MS / 2005 2,19Db
772 S. capitata Chapadao do Sul, MS / 2005 2,03 ¢
775 S. capitata Chapadéao do Sul, MS / 2005 1,74 c
777 S. macrocephala Chapadao do Sul, MS / 2005 1,91 ¢
779 S. capitata Chapadéao do Sul, MS / 2005 2,22 b
781 S. capitata Chapadéao do Sul, MS / 2005 2,20b
787 S. macrocephala Chapadao do Sul, MS / 2005 1,35 d
803 S. capitata Campo Grande, MS / 2006 2,27 b
806 S. capitata Camapua, MS / 2006 1,80 ¢
809 S. capitata Chapadao do Sul, MS / 2006 1,93 ¢
811 S. capitata Campo Grande, MS / 2006 1,69 d
812 S. capitata Chapadao do Sul, MS / 2006 2,29 b
813 S. capitata Campo Grande, MS / 2006 1,89 ¢
815 S. capitata Camapua, MS / 2006 1,95 ¢
817 S. capitata Chapadao do Sul, MS / 2006 1,81 ¢
819 S. capitata Camapua, MS / 2006 1,83 ¢
826 S. capitata Camapua, MS / 2006 1,59 d
831 S. capitata Camapua, MS / 2006 1,93 ¢
833 S. capitata Camapua, MS / 2006 1,78 ¢
839 S. capitata Camapua, MS / 2006 1,77 ¢
845 S. capitata Campo Grande, MS / 2006 2,02 ¢
854 S. capitata Chapadao do Sul, MS / 2006 1,89 ¢
855 S. capitata Chapadéao do Sul, MS / 2006 1,73 ¢
863 S. capitata Chapadéao do Sul, MS / 2006 1,79 ¢
875 S. capitata Chapadao do Sul, MS / 2006 1,47 d

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Agrupamento Scott-Knott (P > 0,05).
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Atividade pectinolitica de C. gloeosporioides vs.
agressividade a genétipos de estilosantes

Para verificar a existéncia de correlagao entre
a atividade pectinolitica de C. gloeosporioides e a
agressividade em plantas de estilosantes, foram
utilizados os valores médios da produgdo de enzimas
pécticas pelos diferentes isolados, estimada pela
AHDP, e os respectivos valores médios de severidade
da antracnose em cada genétipo analisado.

Analise dos dados

As pressuposi¢des da andlise de varidncia
foram verificadas por meio de testes de
homogeneidade de varidncia, normalidade e padrédo
de distribuicdo de residuos. Os procedimentos
estatisticos, analises de variadncia, correlacdo de
Pearson e testes de média foram realizados com os
programas SAS (2002) e Genes (Cruz, 2001). Para efeito
de analise, as notas atribuidas para a severidade da
antracnose foram transformadas para/(x 001).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacao pectinolitica de C. gloeosporioides in
vitro

Todos os isolados de C. gloeosporioides foram
capazes de crescer em meio contendo pectina como
fonte de carbono, o que indicou a habilidade do
agente causal da antracnose em Stylosanthes spp. em
produzir pectinases. Apds 48 horas de cultivo, ja foi
possivel detectar crescimento micelial em MMT
suplementado com pectina. Quando se analisou a
area da coldnia micelial aos sete dias de incubacédo
no referido meio de cultura, constatou-se que os
isolados foram agrupados em seis categorias (dados
nao ilustrados). O maior crescimento micelial foi
verificado pelos isolados CG819, CG826 e CG833
(63,6 sz), enquanto o menor crescimento, por CG812
e CG817 (12,8 a 18,7 cm?).

Halos de degradacdao de pectina foram
observados em todas as placas de cultivo dos
isolados, confirmando a capacidade de patégeno
em sintetizar pectinases. Esta alta freqiiéncia de
isolados com atividade enzimdtica sugeriu a
importancia das pectinases em alguma fase do
ciclo de vida de C. gloeosporioides. ALMEIDA e
CotrLHo (2007) testaram a habilidade de isolados
de C. gloeosporioides recuperados de maracujé
amarelo em produzir pectinases, porém a
metodologia utilizada ndo permitiu a detec¢do da

atividade enzimatica avaliada. Por outro lado,
MACCHERONI JUNIOR et al. (2004) relataram a
producdo de pectinases em isolados de C.
gloeosporioides endofiticos e patogénicos a laranja
doce, assim como em isolados entomopatogénicos.

O ensaio de difusdo em meio especifico
permitiu constatar a variabilidade intraespecifica do
patdgeno quanto a producdo pectinolitica. De acordo
com o teste de agrupamento, embasado na AHDP,
os isolados foram diferenciados em cinco grupos,
os quais foram aqui definidos como excelentes
(CG002, com AHDP de 7,00 cm?), bons (CG020,
CG656, CG745, CG769, CG779, CG781, CG8O3 e
CG812, com AHDP de 2,19 a 2,74 cm?), moderados
(CG657, CG672, CG707, CG768, CG772, CG775,
CG777, CG806, CG809, CG813, CG815, CG817,
CG819, CG831, CG833, CG83Y, CG845, CG854,
CG863 e CG855, com AHDP de 1,73 a 2,10 cmz),
maus (CG687, CG706, CG722, CG730, CG731,
CG743, CG787,CG811, CG826 e CG875, com AHDP
de 1,16 a 1,69 cm?) e péssimos (CG734, com AHDP
de 0,29 cm?) produtores de pectinases (Tabela 1).

Na maior parte dos isolados (50%), a atividade
pectinolitica foi moderada. Nas condigées in vitro
analisadas, apenas CG002 foi considerado excelente
produtor de pectinases. Da mesma forma, apenas em
um isolado, CG734, a atividade pectinolitica foi
péssima. Ambos os isolados foram recuperados de
plantas de S. capitata (Tabela 1).

Nio se constatou correlacdo entre o
crescimento micelial em MMT suplementado com
pectina e a atividade pectinolitica (r =-0,15; P = 0,07).

Analisando os isolados de C.
gloeosporioides em fungdo do local de coleta,
observou-se maior variabilidade pectinolitica
entre aqueles provenientes de Campo Grande-MS
ou Chapaddo do Sul-MS, os quais formaram trés
grupos (Tabela 2).

Em contrapartida, constatou-se baixa
diversidade genética para a expressdo desse
marcador bioquimico entre os isolados oriundos de
Camapud-MS. Embora se tenha analisado pequeno
numero de isolados e um tinico marcador, a imensa
variabilidade genética de populagdes de C.
gloeosporioides da América do Sul (CHAKRABORTY et
al., 1997; MaNNERrs e Hg, 1997) permitiria supor que
haveria uma maior variagdo na producdo de
pectinases. Estudos futuros, sobretudo envolvendo
técnicas moleculares, sdo necessarios para
caracterizar isolados de diferentes procedéncias do
Brasil, inclusive porque a expressdo de pectinases
é apenas uma das muitas estratégias bioquimicas
de ataque de C. gloeosporioides.
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Tabela 2. Atividade pectinolitica de isolados de
Colletotrichum gloeosporioides patogénicos a Stylosanthes
spp., estimada por meio da 4rea do halo de degradagao
da pectina (AHDP) em meio sélido Mac Ilvaine
(pH=6,0) e analisada em fungdo do local de coleta

Local de Coleta Isolado (CG) AHDP (cm?)
Camapud, MS 745 2,741 a
806 1,80 b
815 1,95 b
819 1,83 b
826 1,59 b
831 1,93 b
833 1,78 b
839 1,77 b
Campo Grande, MS 002 700 a
656 255 b
657 1,85 b
672 2,06 b
687 1,44 ¢
706 1,63 ¢
707 2,08 b
730 1,16 ¢
743 1,66 ¢
803 227 b
811 1,69 ¢
813 1,89 b
845 2,02 b
Chapadao do Sul, MS 722 1,35 b
731 1,59 b
734 0,29 ¢
768 2,02 a
769 2,19 a
772 2,03 a
775 1,74 b
777 191 a
779 2,22 a
781 2,20 a
787 135 b
809 193 a
812 2,29 a
817 1,81 b
854 1,89 a
855 1,73 b
863 1,79 b
875 147 b

Para cada local de coleta, médias seguidas pela mesma letra nao
diferem entre si pelo Teste de Agrupamento Scott-Knott (P > 0,05).

Agressividade de C. gloeosporioides a genétipos de
estilosantes

Com base nos resultados da caracterizagdo
pectinolitica in vitro de C. gloeosporioides (Tabela 1),
instalou-se teste de agressividade envolvendo os
isolados CG656 (bom produtor de pectinases), CG657
e CG707 (moderados produtores de pectinases) e
CG687 e CG706 (maus produtores de pectinases) e
plantulas de S. capitata, S. macrocephala e S. scabra
(Tabela 3). Em nenhum caso, nos gendtipos de
estilosantes, observou-se reacdo caracteristica de
suscetibilidade, visto que a severidade da antracnose
ndo ultrapassou o indice de 25% (nota para SEV = 4)
(Tabela 3). Segundo FERNANDEs (2003), genétipos de
estilosantes com severidade de antracnose inferior a
25% sdo considerados com grau de resisténcia
satisfatério, pois, apesar da ocorréncia de manchas
foliares, nao se evidencia desfolha.

Pela anélise de variadncia, notaram-se
diferengas significativas para os efeitos de isolados e
hospedeiros, mas ndo para sua interacdo. Evidenciou-
se que os isolados CG707, CG657 e CG706 foram os
mais agressivos ao estilosantes, independentemente
da espécie hospedeira. Em contrapartida, a inoculagdo
de CG656 resultou em menor indice de severidade de
antracnose (Tabela 3). Quanto a reacdo dos
hospedeiros ao C. gloeosporioides, independentemente
do isolado, observaram-se os menores indices de
severidade da doenga nos genétipos GC1086, GC1094,
ambos pertencentes a espécie S. capitata, e GC1511,
correspondente a S. macrocephala. Em termos absolutos
gerais, maior porcentagem de tecido foliar lesionado
foi constatada no genétipo GC1496, correspondente
aS. scabra.

Um segundo teste de agressividade foi
instalado, envolvendo os isolados CG769, CG779,
CG781, com boa atividade pectinolitica, CG768,
CG772 e CG775, considerados moderados produtores
de pectinases e plantulas de S. capitata, S. macrocephala
e S. scabra (Tabela 4). No geral, foram constatados
indices de severidade da antracnose superiores aos
observados no ensaio anterior. Contudo, neste
segundo ensaio, também nao se observou interagao
significativa entre os efeitos de isolados e hospedeiros.

Pelos resultados, CG772, CG775 e CG781 sdo
os isolados mais agressivos, os quais ndo se
destacaram de CG769 e CG779 (Tabela 4). Em termos
absolutos gerais, evidenciou-se menor agressividade
no isolado CG768.

Quanto a resposta de estilosantes a
antracnose, com base na classificagdo aplicada por
FErNANDES (2003), constatou-se suscetibilidade nos
gendtipos GC1086 e GC1496 (Tabela 4).
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Tabela 3. Interagdo de diferentes isolados de Colletotrichum gloeosporioides, recuperados de foliolos lesionados de
Stylosanthes capitata, e gendtipos de estilosantes. (Ensaio 1)

Hospedeiro (GC) @

Isolado (CG) Agressividade do isolado

1081 1084 1086 1094 1496 1511
656 0,43 @ 1,29 0,00 0,00 0,14 0,00 0,31 ®¢
657 1,71 2,57 2,57 2,14 3,14 1,86 2,33 a
687 0,71 0,29 0,71 0,57 1,29 1,43 0,83 be
706 1,14 2,14 1,29 1,14 2,00 1,14 1,48 ab
707 3,29 2,43 1,57 2,00 3,71 1,86 2,48 a
Reacdo do 1,46° ab 1,74 ab 1,23 b 1,17 b 2,06 a 1,26 ab -

hospedeiro ®

() Genétipos GC1081, GC1084, GC1086, GC1094 (S. capitata), GC1496 (S. scabra) e GC1511 (S. macrocephala).
(%) Nota atribuida a severidade da antracnose, de acordo com a escala diagramatica de CHAKRABORTY (1990).
(®) Estimada com base na média das notas de severidade da antracnose causada pelos diferentes isolados.
(%) Estimada com base na média das notas de severidade da antracnose observada nos diferentes genotipos.
(°) Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).

Tabela 4. Interacdo de diferentes isolados de Colletotrichum gloeosporioides, recuperados de foliolos lesionados de
Stylosanthes capitata, e gendtipos de estilosantes. (Ensaio 2)

Hospedeiro (GC) ¥
solado (CG)

Agressividade do isolado

1081 1084 1086 1094 1496 1511
768 0,86 @ 1,86 3,86 0,86 6,57 0,86 2,48 @ p
769 2,86 2,43 4,00 3,71 5,71 2,43 3,52 ab
772 5,86 3,71 4,57 4,86 5,86 5,14 5,00 a
775 3,00 4,57 4,86 5,57 6,14 2,71 4,48 a
779 2,43 3,43 3,57 3,86 457 1,86 3,29 ab
781 4,57 3,14 5,43 4,86 4,29 1,71 4,00 a
Reacdo 3,26 ® be 3,19 bc 4,38 ab 395abc 5,52a 2,45 ¢ -

do hospedeiro ©®

(') Genétipos GC1081, GC1084, GC1086, GC1094 (S. capitata), GC1496 (S. scabra) e GC1511 (S. macrocephala).
(%) Nota atribuida a severidade da antracnose, de acordo com a escala diagramatica de CHAKRABORTY (1990).
(%) Estimada com base na média das notas de severidade da antracnose causada pelos diferentes isolados.
(*) Estimada com base na média das notas de severidade da antracnose observada nos diferentes genédtipos.
(®) Valores seguidos pela mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).

A reagdo do genétipo GC1496 ao patégeno, e GC 1511, correspondente a S. macrocephala tiveram
especificamente, foi similar a observada no primeiro resisténcia satisfatdria a antracnose (Tabela 4). Este
ensaio de agressividade, ou seja, representou o0 maior dltimo genétipo foi o de menor indice de severidade
indice de severidade da doenca. A interacdo deste da doenca (SEV < 7%). No ensaio anterior, neste
gendtipo de S. scabra com os isolados CG768 ou hospedeiro também se notou baixo indice de doenga
CG775, em especial, resultou em porcentagem de  (Tabela 3). O bom desempenho do genétipo de S.
tecido foliar lesionado/desfolha superior a 75%. A ma?rocephula ante C. 810305}9‘7”01‘165 esta de acordo com
suscetibilidade desse genétipo, lancado as informagdes da literatura. Por exemplo, os niveis
baixos de antracnose na cv. Estilosantes Campo
Grande, mistura fisica de sementes de S. capitata e S.
macrocephala, observados em condi¢des de campo,
foram atribuidos ao alto grau de resisténcia dos
componentes de S. macrocephala (GRoF et al., 2001).
CHARCHAR et al. (2002), também verificaram resposta

Neste segundo ensaio de agressividade, de resisténcia a antracnose em todos os genétipos de
GC1081, GC1084, GC1094, pertencentes a S. capitata, S. macrocephala avaliados.

comercialmente na Australia (cv. Fitzroy), foi relatada
para as condigdes daquele pais (Davis et al., 1994) e
do Brasil (FERNANDEs, 2003). Segundo este tiltimo autor,
o gendtipo GC1496 constitui padrdo de suscetibilidade
para a antracnose.
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Os ensaios de agressividade evidenciaram
variabilidade entre os isolados de C. gloeosporioides
oriundos de S. capitata (Tabelas 3 e 4). Alta
variabilidade para a agressividade tem sido relatada
para os isolados de C. gloeosporioides coletados em
regides do Brasil (CHAKRABORTY et al., 1997, 2002;
FERNANDES, 2003). Segundo CHAKRABORTY et al. (1997),
a variabilidade de C. gloeosporioides nos niveis
patogénico e molecular é mais expressiva no Brasil
do que em paises como a Austrélia, onde o patégeno
e o hospedeiro foram introduzidos. Esse fendmeno é
justificdvel, uma vez que o Brasil constitui o principal
centro de origem e diversidade de estilosantes. Das
45 espécies descritas, 25 ocorrem naturalmente em
vérias regides brasileiras (MILEs et al., 1997), sendo
possivel verificar ampla variabilidade genética no
nivel inter ou intraespecifico (FERNANDES, 2003).
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Atividade pectinolitica de C. gloeosporioides vs.
agressividade a Stylosanthes spp.

Os resultados da correlacdo da atividade
de pectinases em C. gloeosporioides e sua
agressividade ao estilosantes estdo representados
nas Figuras 1 e 2. Com intuito de detectar possivel
especificidade do perfil pectinolitico dos isolados,
enddégenos de S. capitata, foram realizadas
analises para cada hospedeiro. Tal especificidade
foi suposta ocorrer na interagdo Alternaria solani
e tomateiro (MARrcHI et al., 2006). Apesar da
moderada atividade pectinolitica, o conjunto de
pectinases produzido pelo isolado AS6, endégeno
de batateira, pareceu ndo favorecer sua
agressividade em foliolos destacados ou plantas
de tomateiro.
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Figura 1. Atividade pectinolitica de isolados de Colletotrichum gloeosporioides, recuperados de foliolos lesionados de
Stylosanthes capitata, estimada pela drea do halo de degradacédo de pectina (AHDP) em meio sélido Mac Ilvaine (pH=6,0),
e a relacdo com a agressividade a S. capitata, genétipos GC1081 (A), GC1084 (B), GC1086 (C) e GC1094 (D), S. scabra,
genotipo GC1496 (E) e S. macrocephala, genétipo GC1511 (F), avaliada por meio da severidade da antracnose. (Ensaio
1). Isolados do fungo: CG656 (), CG657 (A), CG687 (m), CG706 (¢) e CG707 (<>). Notas atribuidas segundo a escala

diagramatica de CHAKRABORT (1990).
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Figura 2. Atividade pectinolitica de isolados de Colletotrichum gloeosporioides, recuperados de foliolos lesionados de
Stylosanthes capitata, estimada pela area do halo de degradagéo de pectina (AHDP) em meio s6lido Mac Ilvaine (pH=6,0),
e a relagdo com a agressividade a S. capitata, gendtipos GC1081 (A), GC1084 (B), GC1086 (C) e GC1094 (D), S. scabra,
genotipo GC1496 (E) e S. macrocephala, genétipo GC1511 (F), avaliada por meio da severidade da antracnose. (Ensaio
2). Isolados do fungo: CG768 (), CG769 (A), CG772 (w), CG775 (), CG779 () e CG781 (O). Notas atribuidas

segundo a escala diagramética de CHAKRABORT (1990).

Nas condi¢bes estudadas, nao se verificou
correlacdo entre a atividade pectinolitica in vitro de
C. gloeosporioides e sua agressividade nos diferentes
gendtipos de estilosantes. Em ambos os ensaios de
agressividade, ndo se observou aumento dos indices
de antracnose com o aumento da atividade
pectinolitica (Figuras 1 e 2). Em S. capitata, assim como
em S. macrocephala e S. scabra, a agressividade de C.
gloeosporioides pareceu nédo ser influenciada pela
atividade pectinolitica.

Ja foram descritos varios genes codificando
para enzimas pécticas no genoma de C. gloeosporioides
(SHrH et al., 2000; YAKOBY et al., 2001; WEr et al., 2002).
E possivel que alguns desses genes sejam expressos
apenas in planta, inclusive de forma diferenciada,
dependente das condi¢des do meio e/ou estagios do

processo de infecgdo. Para o patossistema C.
gloeosporioides f. sp. malvae e Malva pusilla,
especificamente, a expressdo de pnl-1 e pnl-2, genes
que codificam para a sintese de pectina liase, foi
detectada apenas na fase necrotréfica e em ambas as
fases (biotrofica e necrotréfica) respectivamente (WEr
etal., 2002). Tal complexidade, certamente, se refletiu
nos resultados observados no patossistema C.
gloeosporioides e Stylosanthes spp., razdo pela qual,
apesar das evidéncias contrdrias, ndo se descartou a
hipétese de que a produgdo de enzimas pécticas pelo
patégeno influencia na sua agressividade ao
estilosantes. Conforme ja& mencionado, enzimas
pécticas sdo preconizadas exercerem papel durante o
estabelecimento de Colletotrichum spp. e no
maceramento dos tecidos do hospedeiro (BaILEY et al.,
1992; YAkoBY et al., 2001).
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4. CONCLUSOES

1. Colletotrichum gloeosporioides, agente causal
da antracnose em estilosantes, possui atividade
pectinolitica in vitro, a qual é variavel dentro da
populagéo.

2. Nos isolados do fungo, recuperados de
Stylosanthes capitata, também ha diferencas quanto a
agressividade em diferentes gendtipos de estilosantes.
No entanto, nas condi¢des analisadas, a maior
atividade pectinolitica de certos isolados do fungo
ndo resulta em maiores niveis de severidade em
plantulas de S. capitata, S. macrocephala ou S. scabra.

3. A variedade de enzimas pectinoliticas
produzidas por C. gloeosporioides dificulta a analise
da influéncia dessas enzimas na infecg¢do do
hospedeiro, tornando necessarios estudos adicionais,
sobretudo molecular.
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