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FITOSSANIDADE

INTERACAO ENTRE COLLETOTRICHUM GLOEOSPORIOIDES
E ECOTIPOS DE PINHA (})

ANA MARIA QUEIJEIRO LOPEZ (2 ") DANIELLE DOS SANTOS TAVARES PEREIRA (%)

RESUMO

A producdo brasileira de pinha (Annona squamosa L.) predomina no Nordeste, sendo afetada pela
antracnose causada por Colletotrichum gloeosporioides. Este estudo avaliou: 1) as taxas de crescimento micelial
e conidiacdo, dimensdes de conidios e produgdo de amilase, xilanase, pectinases e protease por isolado
desse fungo de lesdes de abacate (Persea americana Mill), em diferentes meios; 2) as porcentagens de
germinagdo e formagdo de apressérios do mesmo sobre folhas jovens de pinha; 3) as alteragdes in vivo
nos teores de proteinas, fenéis e carboidratos solaveis totais, antes e ap6s a inoculagado. Folhas jovens de
plantulas de dois ecotipos de pinha (PI e CT) foram destacadas, submetidas a inoculagao e incubadas ou
para sua extracdo (0 e 36 horas ap6s), ou para seu clareamento (0, 12, 18, 24, 30, 36, 42 e 46 horas apds),
coloracdo e analise ao microscépio. Particionou-se cada extrato contra hexano, e a fragdo polar foi
concentrada e resolubilizada para determinagdo dos pardmetros bioquimicos mencionados. Verificou-se
maior esporulacdo do isolado fungico em meio Mathur, e este produziu todas as enzimas ensaiadas in
vitro. In vivo, este foi mais agressivo ao ecétipo PI, mas verificou-se ca. de 80% de germinacao e 50% de
formagao de apressodrios ap6s 24 e 30 horas de incubagdo respectivamente sobre os ecétipos PI e CT. Os
teores de proteinas, glicideos redutores e fenois totais dos extratos de CT foram mais elevados 36 horas
apos a inoculagao, enquanto apenas uma ligeira elevacao no contetido de fenois foi constatada nos extratos
de PL.

Palavras-chave: Annona; Colletotrichum; pinha; antracnose; resisténcia bioquimica.
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ABSTRACT

INTERACTION BETWEEN COLLETOTRICHUM GLOEOSPORIOIDES
AND ECOTYPES OF SUGAR APPLE

The Brazilian production of sugar-apple (Annona squamosa L.) predominates in the Northeast,
being affected by anthracnose caused by Colletotrichum gloeosporioides. This study evaluated:1) the rates
of micelial growth, conidiation, size of conidia and production of amylase, xylanase, protease and
pectinases by the fungus isolated from lesions of avocado (Persea americana Mill), in different media;
2) the percentage of its germination and formation of appressoria on the young leaves of sugar apple;
3) the in vivo changes in levels of total proteins, phenols and soluble carbohydrates, before and after
inoculation. Young leaves of two different ecotypes of sugar apple (PI and CT) were detached, inoculated
and incubated either for their extraction (after 0 and 36 hours), or for its clearing (after 12, 18, 24, 30,
36, 42 and 46 hours), staining and analysis under the microscope. Each extract was partitioned against
hexane, and the polar fraction was concentrated and re-solubilized for determination of biochemical
parameters above mentioned. It was observed a higher sporulation of the fungal isolate in Mathur’s
medium, and it has produced all the enzymes tested in vitro. In vivo, this was more aggressive on the
ecotype PI. There was ca. 80% germination and 50% of appressoria formation of the same after 24 and
30 hours of incubation on the ecotypes PI and CT respectively. The levels of total proteins, phenols
and reducing glycids in extracts of CT were higher at 36 hours after inoculation, while only a slight

increase in phenolic content was detected in extracts of PI.

Key words: Annona; Colletotrichum; sugar apple; anthracnose; biochemical resistance.

1. INTRODUCAO

A pinha, ata ou fruta-do-conde (Annona
squamosa L.) é uma anonacea de importancia
econ6mica em diversos paises. No Brasil, sua
producdo ocorre em areas quentes com chuvas
esparsas, desde o Norte até o Sudeste. Os maiores
produtores sdo os Estados de Alagoas, da Bahia e de
S&o Paulo, com area cultivada de ca. de 10.500 ha, dos
quais 7.100 ha estdo situados na Bahia, cuja produgao
anual dessa fruta é de aproximadamente 80.000 ton
(Marttos, 2007; PeLINSON, 2005). A pinha é geralmente
consumida in natura, podendo ainda ser processada
ou ndo com leite. A infusdo de suas folhas possui
propriedades laxativa e anti-hipertireoidiana, e tem
sido documentado que suas sementes agem como
inseticidas e antimicrobianos (Brito et al., 2008).

A antracnose ou manha foliar é uma doenga
que atinge a parte aérea das plantas, com sintomas e
sinais nas folhas, flores e frutos. E causada por fungos
do género Colletotrichum, sendo C. gloeosporioides
(Penz) Sacc (teliomorfo Glomerella cingulata) a espécie
mais frequente e agressiva a hospedeiras distintas
taxonomicamente (Lorez, 2001; PoNTg, 1996). Os
sintomas provocados por C. gloeosporioides em
diferentes tecidos de pinha tém basicamente a mesma
fenologia que em outras plantas, como lesdes
irregulares no limbo ou nas nervuras, as quais sao
inicialmente pardo-escuras e, depois, esbranquicadas
no centro e cercadas de pontuagdes pretas salientes.
No estdgio final, o tecido doente e necrosado atua
como fonte de inéculo. O mesmo ocorre com as flores.
Os frutos sdo particularmente suscetiveis quando

maduros, enfatizando a importancia de um controle
eficaz dessa doenca sem danos a satde do consumidor
(Lorez, 2005).

A razdo principal da incapacidade de algumas
espécies de Colletotrichum em infectarem géneros e
familias de ndo-hospedeiros deve-se, provavelmente, a
sua deficiéncia para enfrentar mecanismos fisicos nao
relacionados aqueles da chamada “resposta de
hipersensibilidade” (HR). Muitos deles operam n&o-
especificamente durante a infecgdo por ragas
incompativeis ou compativeis a cultivares do
hospedeiro. Em tais casos, uma pequena proporcédo de
células epidérmicas abaixo dos apressoérios torna-se
infectada pelo fungo. Essas defesas agem de forma
coordenada ou isolada e temporal, tanto em nivel
celular como molecular, e podem auxiliar as plantas a
resistirem contra o patégeno, conforme diferentes
eventos cuja ativacdo é geneticamente controlada,
ainda que aparentemente reprimida (Dean e Kuc”’, 1987;
EsQUERRE-TUGAYE et al., 1992; LATUNDE-DADA e Lucas,
2001, 2007; Mazau e EsQUERRE-TUGAYE, 1986; MouULD et
al., 1991a, 1991b; SOMMER-KNUDSEN et al., 1998).

Entretanto, em interagdes como aquelas entre
C. gloeosporioides f.sp. malvae e malvéceas, os
determinantes de compatibilidade ou
incompatibilidade ndo operam durante a fase de pré-
penetracdo, mas sim 24 horas apds o sucesso da
invasdo por alguns poucos propagulos dos muitos que
se depositaram sobre a epiderme (MorN et al., 1996).
Esta HR ocorre em fungio da sintese e/ou acamulo de
compostos, tais como peroxidases (EC 1.11.1.7), acido
salicilico, fitoalexinas e outras substancias pré-
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formadas e com massa molecular relativamente baixa
(DaNN et al., 1996; HarrisoN et al., 1995; XUk et al., 1998).
Actmulo de glicoproteinas ricas em hidroxi-prolina e
inibidores de proteinases, bem como o aumento da
resisténcia foram também observados em folhas
suscetiveis de alfafa, feijao e meldo previamente
inoculadas com baixas concentracdes das respectivas
espécies compativeis de Colletotrichum (ESQUERRE-
TuGAYE et al., 1992). Desde entdo, resisténcia local e
sistémica tem sido ativada contra uma série de espécies
de Colletotrichum, através de agentes persistentes de
baixo nivel de estresse, bi6tico ou abiético, tais como
sais de cobre ou fosfato, silica, acido salicilico, dcido
2,6-dicloro-isonicotinico e o S-metil-acilbenzolar (benzo
[1,2,3] tiadiazole-7- acido carbotioico-S-metil ester)
(EcHEVERRI et al., 1997; FAwE et al., 1998; LATUNDE-DADA
e Lucas, 2001; Lorez e Lucas, 2002).

Considerando-se a importancia da produgao
de pinha para as regides produtoras e a necessidade
de desenvolver e otimizar o controle da antracnose
nessa cultura, este trabalho visou caracterizar
morfoculturalmente e bioquimicamente um isolado de
C. gloeosporioides proveniente de outra hospedeira,
bem como estudar as respostas iniciais dos tecidos
foliares de dois diferentes ecotipos de pinha, diante
desse fungo, fornecendo subsidios para o
entendimento do processo de infecgdo.

2. MATERIAL E METODOS

Material bioldgico

Sementes de pinha provenientes de diferentes
lavouras de cultivo do Estado de Alagoas foram
coletadas para a produgédo das plantulas utilizadas nos
experimentos. Estes ecétipos foram denominados
“Palmeira dos Indios” (PI) e “Centenério” (CT). Tais
materiais foram semeados em viveiros de solo composto,
nas condi¢des estabelecidas pelo manual de instrugdes
técnicas para produgdo de ateiras, de Araujo FiLHo et
al. (1998) e utilizados quando atingiram uma altura de
cerca de 50 cm, fornecendo para os experimentos sempre
as duas primeiras folhas jovens a partir do apice.

Com relagdo ao patégeno, utilizou-se o isolado
de C. gloeosporioides obtido de lesdes de antracnose em
frutos de abacate comercialmente adquiridos. Para
tanto, o tecido circundante e subjacente a tais lesoes
foi desinfetado seqiiencialmente com soluc¢des aquosas
de alcool (70%) e hipoclorito de sédio (1%), e
incubados em placa de Petri com meio de cultura
Batata-Dextrose-Agar (BDA), por 7 dias (28 + 2 °C,
escuro). A partir dessas culturas iniciais, realizou-se
a transferéncia de discos de agar-micélio (cerca de 5
mm de didmetro) do fungo para novas placas de Petri

e tubos de ensaio contendo meio BDA, para
manutencgao sob refrigeragao (6 + 2 °C) ou incubadora
(28 £ 2 °C, escuro). Um desses cultivos foi utilizado
nos ensaios de selecdo de meios para melhor
crescimento micelial e esporulagao.

Crescimento e esporulagao de C. gloeosporioides in
vitro

A partir dos cultivos iniciais em BDA,
provenientes do isolamento do patégeno de lesées de
abacate, discos de dgar-micélio (cerca de 5 mm de
diametro) do patégeno foram transferidos para placas
de Petri contendo os meios de BDA, Agar-aveia (LOPEZ,
1991; Loprez, 1999) e Mathur (MATHUR et al., 1950; Tu,
1985), buscando estabelecer uma situacdo ideal para
os parametros de esporulagdo e crescimento in vitro.
Avaliaram-se as taxas de crescimento micelial
(didametro em mm) e de esporulagdo nos diferentes
meios, durante os sete dias de incubacédo (28 £ 2 °C,
escuro). O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com cinco repeti¢des , sendo trés réplicas
para cada meio testado.

As dimensdes comprimento e largura dos
conidios do fungo estudado foram mensuradas apds sete
dias de incubacdo em meio de Mathur, com o auxilio
de ocular micrométrica Coleman, sob microscopia 6ptica
(640 X). Para tanto, utilizaram-se as suspensdes
provenientes da lavagem de colonias com 10 mL de
solucdo aquosa (0,1 %) de Tween 20. Foram mensurados,
pelo menos, 100 conidios por suspensdo aquosa de cada
cultivo em placa, de cada repeticao. Depois de
selecionado o meio 6timo para a esporulagdo, o fungo
passou a ser cultivado e incubado nas condigdes ja
descritas. Os cultivos mantidos em incubadora foram
transferidos a cada sete dias (e submetidos sempre as
mesmas condi¢des de 28 + 2 °C e escuro), para serem
utilizados nos diferentes ensaios.

Producao de exoenzimas por C. gloeosporioides in
vitro

As atividades amilolitica (EC 3.2.1),
proteolitica (EC 3.4.21), pectinolitica [pectato-liase (EC
4.2.2.2) e poligalacturonase (EC 3.2.1.15)] de enzimas
secretadas pelo isolado do fungo estudado foram
mensuradas in vitro conforme metodologia modificada
de HANKIN e ANAGOSTAKIS (1975). Também se avaliou
a atividade xilanolitica (EC 3.2.1.8), através de
metodologia descrita por FERREIRA et al. (2002). Assim,
misturou-se 15 g de papel oficio branco picotado com
400 mL de agua destilada, e homogeneizou-se esse
material com o auxilio de um liquidificador, até obter-
se um liquido pastoso. A esse material, acrescentou-se
5,0 g de agar e ajustou-se o pH para 6,0.
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Ap6s autoclavagem, distribuicao em placas de
Petri e inoculagdo dos meios sélidos com discos de
dgar-micélio do patégeno (6 = 5,0 mm), as colénias
deste foram medidas perpendicularmente com o
auxilio de paquimetro, depois de trés dias de
incubagdo (28 = 2 °C, escuro). A atividade das
exoenzimas foi constatada pela presenca de um halo
claro nitido caracteristico ao redor das coldnias, apos
depositar-se sobre elas 5,0 mL de revelador especifico
para intensificar tais dreas de cada atividade
enzimatica (lugol para amilase e xilanase; vermelho
de fenol (0,2%) para protease; solu¢do saturada de
hexadeciltrimetilamonio e vermelho de metila (2,0%)
para pectinases).

Reagdes de folhas de dois ecétipos de pinha a C.
gloeosporioides

Nesse ensaio experimental foram verificadas
respostas bioquimicas de 48 folhas jovens (1.? e 2.7 a
partir do dpice) de plantulas de cada ecétipo de pinha
(PI e CT), frente ao isolado. Para tanto, estas folhas
foram destacadas, e submetidas a desinfecgdo
superficial [imersdo por 30-40 s em solucgdo de
hipoclorito de sédio em dgua destilada estéril (1:1 v/v),
seguida de lavagem (5-15 s) em dgua destilada estéril].
A superficie abaxial de 24 folhas foi, entdo, inoculada
com 16 gotas (50 pL) equidistantes de suspensdo
aquosa (0,1 % de Tween 20) de conidios (2 x 10° mL™)
do isolado de C. gloeosporioides. Como tratamento
controle, 24 folhas receberam, nas mesmas posigdes, 50
uL de solugdo aquosa (0,1 % de Tween 20) estéril. Em
seguida, esse material foi incubado em cdmara imida
(100 % U.R., escuro) confeccionada em bandejas com
espuma de poliuretano e sacos plésticos negro-opacos,
e transferido para casa-de-vegetagado (30 + 2 °C), por
até 46 horas. Tal ensaio foi duplicado, sendo uma
réplica utilizada para extragdo dos tecidos, e outra para
analise da severidade da doenga (72 horas apés a
inoculagdo), repetido em 3 ocasides. A severidade da
doenca foi classificada, conforme escala de notas
variando de 0-5, onde 0 correspondeu a tecido sem
lesdes; 1: 5% de tecido necrético (TN); 2: 6-20% TN; 3:
21-35% TN; 4: 36-60% TN; 5: 61-100% TN. Para analise
final das reagdes, os tipos de sintomas foram
categorizados em: R=resistentes (notas médias 0-2,9);
M= moderadamente resistentes (nota média 3,0-3,9) e
S= suscetiveis (notas médias 4,0-5,0).

Nos intervalos de 0 e 36 horas de incubacao,
a massa fresca (mf) de amostras de folhas dos dois
tratamentos (controle e inoculado) do ensaio foi
mensurada (1,0 g) para extragdo dos tecidos; estes
foram seccionados e macerados (em cadinhos
mergulhados em bacias de gelo) com metanol (80%)
acidificado (0,1% de acido tricloroacético - TCA). O

extrato foi filtrado, evaporado (roto-evaporador a 40
°C, 100 rotagoes min'l) até a secagem e solubilizado
em 10 mL de metanol (100 mg mf mL™?). Depois, foi
particionado contra hexano p.a. e novamente
submetido a secagem e a solubilizagdo em metanol
p-a. (10 mL). Nas fragdes polares, quantificou-se o
contetdo total de proteinas, glicideos redutores e
fenois, conforme descrito por Lowry et al. (1951), YEMM
e WiLLis (1954) e Bray e THORPE (1954),
respectivamente. Os resultados foram expressos como
médias de 3 repeti¢des (com 3 replicatas de cada
amostra analisada).

Germinacdo e formacdo de apressdrios de C.
gloeosporioides in vivo

Paralelamente ao experimento anterior, o
estudo do desenvolvimento inicial do patégeno in vivo
também foi efetuado. Para tanto, 35 folhas destacadas
de plantulas de cada ecé6tipo de pinha foram
coletadas, submetidas a inoculagao e incubadas nas
condigOes acima descritas. Apds 12, 18, 24, 30, 36, 42
e 46 horas de incubacdo, trés amostras do tecido
inoculado (discos de folhas com ca. de 0,8 cm?) de cada
ec6tipo foram coletadas e clareadas durante 30 a 90
minutos, por imersdo em uma solugdo de etanol:
cloroférmio (3:1 v/v) contendo 0,15 % (w/v) de TCA,
a 70 °C. Apds o clareamento, as amostras foram
coradas por 60 minutos com solucdo de Commassie
Blue R250 (0,025 %) em metanol: dcido acético: dgua
(5:1:4 v/v/v), lavadas com agua destilada estéril, e
montadas sobre lamina de microscopia, em solugado
aquosa de glicerol 30 %. Foram considerados cem
conidios em trés campos de cada uma de trés
amostras de cinco folhas para cada intervalo de tempo,
visando ao célculo do percentual de germinacéo e de
formacao de apressorios. Esse experimento foi repetido
em trés ocasides, e os resultados expressos como
médias.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracteristicas morfoculturais

Observou-se que o micélio aéreo do isolado de
C. gloeosporioides tornou-se densamente flocoso e com
coloracao branco-esverdeada em BDA e Agar-Aveia,
embora neste ultimo também tenha sido observada,
sob o micélio aéreo, uma massa mucilaginosa
alaranjada de acérvulos e conidios. Esta também
estava presente no meio Mathur, mas em maior
intensidade. A cor do reverso das coldonias em BDA
foi verde-acizentada e, em Agar-Aveia e meio Mathur,
branco-alaranjada. O melhor crescimento e a
esporulacdo do fungo estudado ocorreram em meio
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Mathur (Tabela 1), seguido dos meios Agar-Aveia e
BDA. Tais dados diferem de estudos de LENNE (1978)
e Lorez (1999), os quais relataram que o crescimento
micelial de diferentes espécies de Colletotrichum e/ou
isolados de C. gloeosporioides foi mais intenso em BDA
do que em Agar-Aveia ou meio Mathur.

Assis et al. (2001), avaliando diferentes fontes
de carbono na nutricdo de isolados de C.
gloeosporioides, verificaram que o amido proporcionou
o melhor crescimento para a maioria deles,
provavelmente por ser lentamente hidrolisavel,
gerando menor acimulo de 4cidos capazes de alterar
sua taxa de desenvolvimento.

Quanto aos conidios do isolado de C.
gloeosporioides estudado, sempre unicelulares,
hialinos, de laterais retas e extremidades

arredondadas, verificou-se que sua dimensdo média
foi de 14,62 + 2,11 um X 5,0 + 0 um, bem semelhante
as médias dos conidios de 36 isolados de C.
gloeosporioides (12,0-17,0 pm X 5,0-6,0 um) estudados
por Lopez (1999), abundantes em meio Agar-Aveia e
meio Mathur, e de conidios de outros 17 isolados (10,0-
24,0 pm X 2,5-5,0 pm) obtidos por MAFAcIOLI et al.
(2006) em folhas da pupunheira (Bractris gasipaes),
também abundantes em meio Agar-Aveia.

As diferengas morfoculturais de espécies de
Colletotrichum sdo decorrentes do fator genotipico cuja
expressao fenotipica, decorrente da biossintese de
enzimas e metabolitos especificos mediante estimulo
de substratos particulares, permite variagdes culturais
e de severidade ( SutToN, 1992; Lorez, 1999; MAFACIOLI
et al., 2006, 2008).

Tabela 1. Caracterizagdo morfocultural e enzimatica de isolado de C. gloeosporioides obtido de lesdes de antracnose
em frutos de abacate, incubado em diferentes meios de cultura (28 + 2 °C, escuro)

Meios de cultura

Varidveis analisadas*
BDA

Agar-Aveia Mathur

Crescimento micelial (mm) () 90,0 + 0,00 a

60,17 £ 0,08 b 80,58 +0,94 a

Esporulagio (%) (1,0 £0.03) x 10° a

(1,66 £ 0,00) x 10° a (2,23 £0,02) x 10°ab

Exoenzimas

Degradacao de substrato por .
Protease Amilase

Exoenzimas (8 = mm) (%)

Poligalacturonase pH 5,0

Pectatoliase pH 7,0 Xilanase

40,3+ 0,25 a

50,1+0,33b

40,23+0,33a 40,16 £0,00 a 40,1+ 0,01a

* Médias + desvio-padrdo. Letras iguais na mesma linha significam que nao ha diferenca entre as médias ao nivel de 5 % (Teste de Tuckey);

(! Taxa crescimento micelial: Valor médio apés sete dias de incubacio;

(%) Taxa de esporulacdo: Avaliada apés sete dias de incubagio;

(®) Produgao de exoenzimas: Avaliada ap6s trés dias de incubagéo (crescimento + halo).

Producao de exoenzimas por C. gloeosporioides in
vitro

Verificou-se que o crescimento micelial do
isolado de C. gloeosporioides estudado foi ligeiramente
inferior aos didmetros de degradacdo de substratos
especificos presentes nos meios para ensaio das
atividades enzimaticas. Porém, esses ultimos foram
muito evidentes, na proporgédo de cerca de 1:1 entre a
degradacdo dos substratos e o crescimento (Tabela 1).

Portanto, considerando-se que um dos fatores
que contribuem para se determinar o grau de
agressividade de agentes fitopatolégicos é a produgao
de exoenzimas capazes de degradar a parede e outras
estruturas de células vegetais (BATEMAN e BasHAM
1976), o isolado de C. gloeosporioides proveniente de
lesdes de abacate revelou-se potencialmente capaz de
degradar os constituintes da parede celular de folhas
de pinha.

A habilidade de varias espécies de fungos em
produzir enzimas é bastante variavel. SiLva et al. (2006)
isolaram varios microrganismos endofiticos de folhas,
raizes e caule de arvores de pinha, entre eles, isolados
de Colletotrichum com atividade lipolitica, porém nao
proteolitica, amilolitica e celulolitica. Segundo RoLLoF
et al. (1987), a produgdo de lipase por fungos
patogénicos esta relacionada com a localizagado e
possibilidade de expansdo da infec¢do. No caso do
isolado de C. gloeosporioides aqui estudado, constatou-
se a secrecdo ndo s6 de proteases, mas também de
xilanases e pectinases, duas enzimas da parede celular
vegetal, além de amilases, o que ndo é de se estranhar,
ja que permitem a hidrélise do amido até mondmeros
assimildveis de glicose, sendo sua ocorréncia comum em
fungos. Segundo ANNis e GoobwiN (1997), as diferentes
isoenzimas de cada grupo de enzimas que degradam a
parede celular podem ter diferentes funcdes, como a
obtengdo de nutrientes durante o crescimento saprofitico.
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Pouco é conhecido, no entanto, sobre o papel
das proteases na penetracao dos fungos nas plantas
(GrIFFIN, 1994), embora sejam os complexos enzimaticos
fangicos relativamente mais bem estudados, com grande
interesse nos processos industriais.

Reag¢des das folhas de pinha e desenvolvimento
inicial do patégeno

Quanto a manifestacdo dos sintomas 72 horas
ap0s a inoculagéo, verificou-se (dados nao ilustrados)
que as folhas destacadas do ecétipo CT estavam
moderadamente resistentes ao isolado de C.
gloeosporioides proveniente de abacate (média de
escala de notas = 3), enquanto as folhas do ecétipo
PI revelaram-se suscetiveis a esse fungo (média de
escala de notas = 4). Vdrios autores ja relataram que
isolados de Colletotrichum de lesdes de antracnose de
diferentes frutiferas podem causar infec¢des cruzadas
sob ambiente controlado (ABANG et al., 2005; SERRA et
al., 2008; X1ao0 et al., 2004). Portanto, o fato de que C.
gloeosporioides isolado de lesdes de uma planta
hospedeira diferente foi capaz de causar sintomas de
suscetibilidade na pinha ndo representou novidade.

Com relagdo ao comportamento do isolado in
vivo (Figura 1), verificou-se que foram necessarias 30
horas de incubacgdo para que 80% dos conidios
pudessem germinar, com ca. 50% deles formando
apressorios, sobre a superficie abaxial das folhas
jovens do ecétipo CT, enquanto apenas 24 horas de
incubagdo sobre o ecétipo PI ja foram suficientes para
que tais indices fossem atingidos.
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Figura 1. Germinacdo de conidios e formacdo de
apressorios do isolado de C. gloeosporioides, proveniente
de lesdes de antracnose em frutos de abacate, apds
inoculagdo (2 x 10° conidios mL") da superficie abaxial
de folhas jovens dos ec6tipos de pinha “Palmeira dos
Indios” (PI) e “Centenério” (CT) e incubagéo (100% U.R.,
escuro) sob condicdes de casa de vegetacdao. Cada barra
indica o valor médio de trés repeticoes.

De acordo com Lorez (2001), a germinacdo de
conidios de C. gloeosporioides ocorre entre 6 e 48 horas
apods a inoculagdo, sendo esta uma caracteristica
relacionada aos eventos iniciais da interacdo com o
hospedeiro, capaz de definir seu grau de
suscetibilidade ao agente patogénico. Evidéncias
experimentais sugerem que sdo necessarias
aproximadamente 2 horas de contato com a superficie
do tecido hospedeiro para que um grupo de genes dos
conidios de C. gloeosporioides seja transcrito e
traduzido como resposta as substancias quimicas das
plantas, entre elas, o hormonio etileno, por exemplo.
Esses genes sdo responséveis pela fase que envolve a
producao extracelular de enzimas hidroliticas, além
do tubo germinativo e dos deslocamentos
protoplasmaéticos que estdo envolvidos na penetragao
(KorLatTukupy et al., 2000).

Com relagdo as concentracdes de glicideos
redutores, fendis e proteinas totais no ecétipo CT (Figura
2) verificou-se um aumento a medida que o processo
infeccioso evoluiu {[CT 36 horas-I] > [CT 36 horas-NI]
> [CT 0 hora]}; o isolado do fungo estudado s6 alcancou
100% de germinacdo e ca. de 70% de formacao de
apressorios sobre folhas desse ec6tipo 42 horas apds
a inoculacao (Figura 1).

No tocante ao ecétipo PI de pinha, o contetddo
de fendis totais aumentou ligeiramente nas folhas
inoculadas e incubadas por 36 horas, mas na
concentracdo de glicideos redutores ndo houve
alteragdo, e o contetido de proteinas totais nas folhas
inoculadas s6 aumentou com relacdo ao momento da
inoculacgéo {[PI 36 horas-I] > [PI 0 hora]}. Ainda assim,
ap0s 36 horas de incubacdo, os contetidos de proteinas
e de fendis totais das folhas inoculadas do ecétipo PI
foram menores do que aqueles de folhas do ecétipo CT
também inoculadas {[CT 36 horas-I] > [PI 36 horas-I]}
(Figura 2).

Pat6genos necrtréficos secretam enzimas e
outros polipeptideos visando a penetragdo e
colonizagdo dos tecidos hospedeiros (ABRAMOVITCH e
MARTIN, 2004), os quais matam no inicio da infecgao,
alimentando-se de moléculas de células mortas.
Nessas interagdes, a via do jasmonato/ etileno é a mais
importante na defesa das plantas, acelerando a
respiracdo e o metabolismo de carboidratos (THoMMA
et al., 2001).

Estes, ndo s6 sdo nutrientes necessarios para
o crescimento, a respiracdo, e o armazenamento de
energia para plantas e patégenos, mas, além disso,
sinalizadores que podem regular a expressdo génica
do metabolismo dos organismos envolvidos, como o
acumulo de hexoses regulando a fotossintese e a
defesa das plantas, ou a secrecdo de enzimas
hidroliticas dos fungos (BERGER et al., 2007).
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Figura 2. Respostas bioquimicas de tecidos foliares dos
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Nesse caso, a reducdo da fotossintese é um
dos efeitos mais imediatos da infecgédo e, inicialmente,
ocorre aumento na concentrac¢do de carboidratos
soliveis nos tecidos; esta, em geral, decresce durante
a colonizagdo ao iniciar-se a esporulacdo, atingindo
niveis bem menores que nos tecidos sadios. Esse
aumento inicial pode estar relacionado a hidrélise de
oligo e polissacarideos, de reserva da parede celular
do patégeno ou do hospedeiro (PaN et al., 1990), em
fungdo do aumento do metabolismo respiratério das
células inoculadas, e/ou de compostos fendlicos
glicosilados (MorkuNas et al., 2005). Invertases da
parede celular dos hospedeiros, por exemplo,
decompdem sacarose no apoplasto, aumentando as
taxas de hexoses a serem exportadas para a célula e
diminuindo sua secre¢do (BERGER et al., 2007).

MorkuNas et al. (2007), ao estudarem a
resposta de embrides de Lupinus luteus L. cv. Pélo,
cultivados na presenca (+) ou auséncia (-) de 60 mM
de sacarose (S), frente a inoculagdo (i) ou nao (ni) por
Fusarium oxysporum Schlecht f.sp. lupini , durante 84,
96 e 108 horas de incubacdo, constataram actimulo
de sacarose, glicose e frutose endégenos nos embrides
+5ni, e decréscimo desses glicideos nos embrides +5i.
Embora a adigdo de sacarose ao meio 24 horas antes
da inoculagdo tenha atenuado significativamente a
severidade da doenga, sua aplicacdo 48 horas apds a
inoculacdo nao restringiu seu desenvolvimento. Em
embrides +5i, a atividade de peroxidases, covalente e
ionicamente ligadas as paredes celulares, aumentou
consideravelmente até 96 horas apds a inoculagao,
especialmente se comparada aquela de embrides +Sni.
Além disso, uma diminuig¢do na atividade da
fenilalanina-amonialiase (PAL, EC 4.3.1.5, uma
enzima importante para o metabolismo de
fenilpropanoéides), apés 96 horas de incubagao, foi
observada em tecidos inoculados. Este resultado
contrastou com aquele de um estudo anterior
(MorkuNas et al., 2005), que mostrara acentuado
aumento na atividade da PAL e decréscimo no teor
de flavondides-glicosidicos nos embrides +Si. No
entanto, um aumento significativo no contetddo de
isoflavonas agliconas livres e na atividade de a-
glucosidase (EC 3.2.1.21), a qual hidrolisa isoflavonas
glicosidicas, foi detectado nos embrides +Si em
comparacdo com +Sni. A atividade dessa enzima foi
muito maior em embrides -Si do que em embrides +5i.
Tais resultados sugeriram que carboidratos presentes
no meio podem atuar na restricdo do desenvolvimento
da murcha de Fusarium tanto através da intensificagdo
da lignificagdo quanto através da regulacdo da
expressdo e atividade de hidrolases que liberam
agliconas livres antimicrobianas, as quais sdo geradas
na fase de pré-penetragéo.

Concomitantemente as alteracdes no
contetido de glicideos soldveis, o aumento de
proteinas relacionadas a patogénese (PR-proteinas)
e certos compostos fendlicos tem sido associado as
respostas de resisténcia de plantas a patégenos, e
inclusive utilizado como marcador de avaliagdo de
elicitacdo de resisténcia por agentes bidticos e
abioticos em diferentes sistemas ditos compativeis.
YE et al. (1990) constataram estreita relacdo entre
inducdo de resisténcia a Peronospora tabacina em
fumo e aumento sistémico das atividades das PR-
proteinas 2 (glucanases, EC 3.2.1.39) e 3
(quitinases, EC 3.2.1.14), e PaN et al. (1993) também
detectaram nessas plantas, cuja resisténcia foi
induzida previamente com esporangiésporos do
mesmo patégeno, elevagdo do conteddo de
carboidratos solaveis.
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As PR-proteinas mencionadas foram capazes
de degradar a parede celular do patégeno, gerando
oligossacarideos com acgdo eliciadora. Similar a
muitas PR-proteinas, certas quitinases e glucanases
induzidas estdo localizadas no espaco intercelular dos
tecidos hospedeiros, o que permite seu contato com
as hifas de penetracado fangica.

Nao é de surpreender, portanto, que o teor
de proteinas totais nos tecidos de folhas de pinha
tenha aumentado apds 36 horas de incubacao,
especialmente no caso do ecétipo moderadamente
resistente (CT), em que a inoculagdo acentuou
ainda mais essa concentracgado. Tais moléculas
selam o processo de interagdo planta-
microrganismo (PArRkErR e CoOLEMAN, 1997;
BocpaNovg, 2002; Xi1a, 2004) desde a recepgdo de
estimulos externos até sua conversdo em sinais
para ativacdo de genes de resisténcia.

Portanto, mais estudos bioquimicos sobre os
eventos iniciais da interagdo pinha- C. gloeosporioides
devem ser realizados visando também ao
desenvolvimento de variedades mais resistentes.

4. CONCLUSOES

1. Para o controle da antracnose de pinha,
faz-se importante o conhecimento quanto a sua
resposta frente as variantes de C. gloeosporioides
que infectam diferentes hospedeiros. O isolado de
lesdes de abacate in vitro secreta enzimas capazes
de favorecer sua penetracdo em células vegetais
em geral (amilase, xilanase, pectinases e
proteases). Além disso, ap6s 24 horas de
inoculagado in vivo, este atinge ca. de 80% de
germinacdo e 50% de formacado de apressoérios
sobre folhas do ecétipo PI de pinha, que manifesta
sintomas de suscetibilidade apenas 48 horas
depois disso.

2. A biossintese de proteinas e a sintese/
transformacdo dos compostos fendlicos presentes no
grupo CT, contudo, é rdpida o suficiente para retardar
a germinacdo superficial e formagado de apressoérios
desse fungo, que sé atinge a marca alcancada nos
tecidos de PI ap6s 30 horas da inoculagdo, e mesmo
42 horas depois disso os sintomas resultaram em
moderada resisténcia em CT.

3. O conteddo semelhante de glicideos
redutores de folhas inoculadas e ndao inoculadas do
ecotipo PI indica que ou o processo de sintese/
expressao de glicosidases intracelulares, relacionadas
a liberacdo de agliconas téxicas, ndo é rapidamente
acionado frente ao isolado testado, e/ou este hidrolisa
oligo e polissacarideos do apoplasto e parede celular
vegetal.

4. Moléculas precursoras dos mecanismos ativos
de defesa nos tecidos foliares de pinha sdo necessarias
ao combate do patégeno testado, comprovando que as
praticas de controle devem também considerar o indculo
residual presente em tecidos atacados por antracnose
de plantas associadas e invasoras.
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