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RESUMO GERAL

Do ponto de vista socioecondmico, a banana, um#&uaas mais consumidas, possui grande
importancia mundial. A producdo brasileira dessiféra apresenta particular distribuicao
geogréfica, ja que esta presente em todos os Bstiadiederacdo. No Estado de Pernambuco,
a banana é cultivada em todas as microrregidepaodo cerca de 80 mil postos de trabalho
permanente no campo, havendo dois pélos distimgsatiucdo de banana: a Zona da Mata e
o Vale do Sao Francisco. Dentre os fatores limgmmara esta cultura, destacam-se as
doencas poOs-colheita, como a antracnose, causdadupgo Colletotrichum musaeEssa
doenca causa perdas significativas na producadfesamdo-se, principalmente, na fruta em
estadio de maturacdo. Com a finalidade de veriicdiversidade desse fitopatdgeno, isolados
de C. musaeprovenientes de campos de producdo de banan@&dentmicipios (Vicéncia,
Sao Vicente Férrer e Machados) do Estado de Peuwanibram caracterizados quanto a taxa
de crescimento micelial diaria (TCMD), coloracaoatddnia, reverso da placa, topografia,
presenca de setores e de microesclerédios, alémmaldologia de conidios, testes
biogquimicos, patogénicos e moleculares. Os 60 dssla com base nos caracteres
morfolégicos de formato e tamanho de conidios,nfioidentificados com&. musagcom as
seguidas medidas morfoldgicas 9,3-30,2 x 2,6-126(p= 15,0 x 4,9 um, n = 6000). A
maioria dos isolados avaliados apresentaram canidetos, oblongo, com &pices
arredondados. Quanto a TCMD, todos os isoladosapi@am crescimento médio superior a
1,0 cm.dia", variando de 1,21 a 1,63 cm.diaForam encontrados trés grupos marcantes de
coloracao de colonia: branca, creme e salmao, efmgge a presenca de setores variou de
zero a oito por isolado. A maioria dos isolados) (B@&tabolizou o tartarato de aménio como
fonte exclusiva de carbono, enquanto que paradw @girico, todos os isolados, com excecao
do isolado CMM 3219, ndo foram capazes de metabolessa fonte de carbono. A
caracterizagdo patogénica mostrou diferencas gigtiifas para o parametro epidemiolégico
AACPD em frutas inoculadas com ferimento, indican@loexisténcia de variacdo da
agressividade entre os isolados. Para as frutagesgnentos e inoculadas, a AACPD néo foi
estimada para 20 isolados, pois ndo houve les6atendrograma gerado pela analise de
agrupamento UPGMAUnweighted Pair Group Method with Arithmetic Mg@atas bandas
de DNA obtidas com a combinacéo dos fémers (GTG5, GACA e 820) por ISSR-PCR
possibilitou a separacéo de trés grupos de isoladi®o pelo coeficiente de similaridade de

Jaccard. O grupo | foi formado pelos isolados pnames de Vicéncia; grupo I, isolados de



Sédo Vicente Férrer e grupo lll, de Machados. Osltados sugerem que isolados @Ge
musaepodem ser discriminados quanto a sua origem pasaptarem similaridade genética
entre si. Os marcadores ISSR, nesse estudo, passrdarramentas bastante Uteis no estudo

populacional d€. musae

Palavras-chave: antracnose, morfologiaMusa spp., pés-colheita, taxa de crescimento
micelial, testes bioquimicos.
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ABSTRACT

From a socioeconomic perspective, the banana, btieeomost consumed fruit, has great
importance worldwide. The Brazilian production bfst fruit presents particular geographic
distribution, since it is present in all Statedlué federation. In the State of Pernambuco, the
banana is grown in all the regions, occupying al8@00 permanent jobs in the field, with
two distinct poles of banana production: the ZomaMata and Vale do Sao Francisco.
Among the limiting factors for this crop, there atiee post-harvest diseases such as
anthracnose, caused Hyolletotrichum musaeThis disease causes significant losses in
production, manifesting itself mainly in the friat maturity stage. In order to verify the
diversity of this pathogen isolated fro@®. musaefrom banana production fields of three
municipalities (Vicéncia, S&o Vicente Férrer andchtdos) of the Pernambuco State were
characterized for daily mycelial growth rate (DMGRgolony color, reverse plate,
topography, presence of sectors and microsclerobiaidial morphology, biochemical tests,
pathogens and molecular. The 60 isolates, basedasphological characters of shape and
size of conidia, were identified & musagfollowed with morphological measurements from
9.3 t0 30.2 x 2.6 to0 12.6 unkKE 15.0 x 4.9 um, n = 6000). Most isolates showeaidia
straight, oblong, with rounded apices. As for tHdGR, all isolates showed growth averaged
more than 1.0 cm.day ranging from 1.21 to 1.63 cm.daylt was found three groups of
striking color to the colonies: white, cream anbivgm, while the presence of sectors ranging
from zero to eight per isolate. Most isolates (B8tabolized the ammonium tartrate as the
sole source of carbon, while for citric acid, ablates except the isolate CMM 3219, were not
able to metabolize this carbon source. The pathogeamaracterization showed significant
differences in the epidemiological parameter AUDRC fruits inoculated with injury,
indicating the existence of variation in aggressess among isolates. For fruit inoculated and
no injuries, the AUDPC was not estimated for 2Q0ates because there was no injury. The
dendrogram generated by UPGMA (Unweighted Pair @idethod with Arithmetic Mean)
cluster analysis of DNA bands obtained with the boration of three primers (GTG5, GACA
and 820) by ISSR-PCR allowed the separation oktlgreups of isolates to 62% by Jaccard’s
similarity coefficient. The group | was composedisilates from Vicéncia Group Il isolates
Sao Vicente Férrer and group Ill, Machados. Thaltesuggest that isolates ©f musaecan

be discriminated as to their origin because theay ¢enetic similarity between them. The

ISSR markers in this study appear to be usefustwothe study o€. musae



Xii

Keywords: anthracnose, morphologyiusa spp., postharvest, mycelial growth rate,
biochemical tests
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INTRODUCAO GERAL

1.1 Importancia da bananicultura

A cultura da bananeira possui grande importancs@uica e social e produz uma
das frutas frescas de maior consumo no mundo, corai®alto indice de consurper capita
entre as frutas tropicais (SOUZA; TORRES FILHO, 989 Esta espécie é cultivada em mais
de 130 paises e os maiores produtores sao Filjplaima, Equador, Brasil e Indonésia
(FAO, 2011). O cultivo nacional dessa cultura ocopaegundo lugar dentre as frutiferas
cultivadas no Brasil, depois das frutas citricaanauma producdo estimada em mais de
6.783.482 toneladas, area plantada ou destinadéhaita em torno de 483.562 hectares e
area colhida de 479.614 hectares, gerando um renthmmeédio de 14.144 kg/ha
(LICHTEMBERG, 1999; SILVA; CORDEIRO, 2000; IBGE, @9).

A producdo brasileira de banana € bastante paticub que se refere a sua
distribuicdo espacial, uma vez que esta present®@wos os Estados do Brasil. A essa cultura
cabe papel fundamental como importante fonte denealiacdo, principalmente das
populacbes de baixa renda, em virtude do alto valtitivo e do baixo custo. E fixadora de
mao de obra no meio rural e geradora de divisas pgrais. De acordo com os dados do
IBGE para o ano de 2009, o consumo nacional denlaaalgancou 35,4 kg/armer capita
superando todas as outras frutas, perdendo sorpardea laranja. Esse quadro confirma a
elevada demanda do mercado doméstico pelo pro@d@ZA; TORRES FILHO, 1999a;
SOUZA; CONCEICAO, 2002; CORDEIRO; MATOS; KIMATI, 2%; IBGE, 2009).

A fruta & consumida em sua quase totalidade naaformaturae a boa aceitacdo da
banana deve-se aos seus aspectos sensoriais @wiicional, constituindo-se em uma boa
fonte energética (LICHTEMBERG, 1999; MATSUURA; COSTFOLEGATTI, 2004).
Segundo Dantas e Soares Filho (1997), uma bangna aproximadamente 25% da vitamina
C, apresenta concentracfes consideraveis de vaamire B (tiamina, riboflavina e niacina),
alto teor de minerais, como o potassio e o fésfagiicares (carboidratos), além de conter
pouco sodio (STOVER; SIMMONDS, 1987; LICHTEMBER®2D).

Ademais, a auséncia de suco na sua polpa, a aasdacisementes duras e a
disponibilidade no mercado brasileiro e em divergases do mundo durante o ano todo,

contribuem fortemente para o seu alto consumo. acala banana constitui-se em uma
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“embalagem” individual, de facil remocé&o, higiénieaportanto, pratica e conveniente aos
habitos dos tempos atuais (LICHTEMBERG, 1999).

De acordo com dados do IBGE referente ao ano d@, 208xploracdo econdmica da
bananicultura no Brasil esta concentrada nas regidedeste, Sudeste e Norte. Os principais
Estados produtores de banana, naquele ano, em odeenescente foram S&o Paulo
(1.257.539 t), Bahia (1.015.505 t), Santa Cataiti24.204 t), Minas Gerais (620.931 t), Para
(501.344 t), Pernambuco (437.155 t), Ceara (429tpe6Paraiba (267.468 t). Esses Estados
sao responsaveis por mais de 75% da producéo sigiB&E, 2011).

O Estado de Pernambuco ocupa a sexta posicdankong da producéo brasileira e
em todas as mesorregides geograficas do Estadeeoczagrlantio da cultura da bananeira,
ocupando cerca de 80 mil postos de trabalho pemem@&o campo (LOPES et,a?002;
IBGE, 2011). Nesse Estado, ha dois polos distideoproducéo de banana: a Zona da Mata,
onde a cultura é tradicional e a mais important®lea no processo de diversificacdo
econdmica da producdo agricola; e o perimetroanogdo Vale do Sao Francisco,
especialmente a area do Submédio, onde estad kaalip pdélo de Petrolina, onde a
bananicultura apresenta a maior expansao dessaacatimo atividade emergente (LOPES et
al., 2002).

No Estado, as cultivares mais plantadas sédo “Patova “Prata Ana”,
correspondendo, ambas, a cerca de 90% dos plaxigisntes (SILVA JUNIOR; COELHO;
MICHEREFF, 2000), porém o grande mercado é paulisares exportaveis do subgrupo
Cavendish, notadamente “Nanica” e “Nanicdo”. O mmeeto médio dessas cultivares tem-se
situado em aproximadamente 30 t/ha, chegando agirat8d t/ha (NUNES; ALVES;
OLIVEIRA, 2001).

Considerando as informacdes coletadas pelo IBGERnoode 2009 para o Estado de
Pernambuco, a mesorregido da Zona da Mata Pernamdbyrcoduziu cerca de 154.670 t,
enquanto que as de S&o Francisco Pernambucanoestégibtiveram uma producéo de
143.330 t e 106.471 t, respectivamente. Os muoEigernambucanos que mais se
destacaram na producédo de banana, em ordem deteefoeam Santa Maria da Boa Vista,
Vicéncia, Petrolina, Sao Vicente Férrer, Quipapéaehados (IBGE, 2011).

1.2 Origem, evolugéo, classificacdo botanica e dibiuicdo geogréfica da bananeira

O continente asiatico € o centro de origem primdeanaior parte do germoplasma da

bananeira Nlusa spp.), embora haja outros centros secundarios niaaAOriental e em



16

algumas ilhas do Pacifico, além de contar com oirmportante centro de diversidade
localizado na Africa Ocidental e América Latina EESMAN, 1947, 1948; MEDINA,
1985; PLOETZ; THOMAS; SLABAUGH, 2003; NELSON; PLOETKEPLER, 2006). A
disseminacdo da bananeira para o continente afrioanrreu a cerca de 2500 anos atras
(MINDZIE et al., 2001) e, aproximadamente, 2000sapara a Polinésia e regido tropical da
América do Sul (LANGDON, 1993).

Os genotipos encontrados nestas regides evoluiramegpécies selvagens e
apresentam trés niveis cromosso6micos distinto36idg (2n), triploide (3n) e tetraploide
(4n), respectivamente com dois, trés e quatro pia#tido nimero basico de cromossomos (n
= 11) (DODDS, 1943).

Na evolucdo das espécies de bananeiras que produzascomestiveis, destacaram-
se duas espécies dipldides selvagbhsaacuminataColla (genoma AA) é/. balbisianaColla
(genoma BB) que através de cruzamentos interegpEidleram origem a maioria dos
gendtipos de bananeiras atualmente utilizadas dtivace na alimentagdo (SIMMONDS,
1973; MEDINA, 1985; DANTAS; SOARES FILHO, 1997; DAMS et al.,, 1999;
ROBINSON; GALAN-SAUCO, 2010). Ultimamente, a cldBsicio aceita em todo o
mundo, adota os estudos desenvolvidos por Simmen8isepherd (1955) que indicam os
seguintes grupos genbmicos diploides (AA, BB e Afpléides (AAA, AAB e ABB) e
tetrapléides (AAAA, AAAB, AABB e ABBB).

De acordo com a sistematica botanica de classiitcags bananeiras produtoras de
frutas comestiveis sdo plantas que pertencem aoin@onikukaryota, reino Plantae,
superdivisdo Spermatophyta, divisdo ou filo Magiuiyta, classe Liliopsida (antiga
Monocotyledoneae), subclasse Zingiberidae, ordemgilérales (Scitaminales), familia
Musaceae, subfamilia Musoideagie inclui o génerdlusal., constituido por cinco séries
ou secdes: Australimusa, Callimusa, Rhodochlantys;)Musa e Ingentimusa (Ultima a ser
definida). A secéo (Eu-)Musa desse género é aimaisrtante, uma vez que agrupa o maior
namero de espécies e apresenta uma extensa dggdbyeografica, com maior nimero de
espécies comestiveis (SIMMONDS, 1973; ARGENT, 19BONQUIST, 1981; DANTAS
et al., 1999; CHASE et al., 2000; PLOETZ et alQ20

Além do uso do termo grupos gendmicos, que forammbekecidos para denominar
individuos originarios das duas espécies, tambénadeito na sistematica a utilizacdo do
termo subgrupo, com a finalidade de denominar umptexo de cultivares originarias de
mutacfes de uma unica forma ancestral (SIMMONDSZ3,1STOVER; SIMMONDS, 1987;

DANTAS et al., 1999). Condizente com essa sisteagfio botanica pode-se citar, tomando
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em consideracao o Brasil, a existéncia do grupo Asubgrupo Cavendish e do grupo AAB,
subgrupos Prata e Terra (DANTAS et al., 1999).

A bananeira € uma planta tipicamente tropical. Eesgsecie exige calor constante,
elevada umidade e boa distribuicdo de chuvas psabgorra um bom desenvolvimento da
planta. As condicbes que a favorecem séo registradafaixa compreendida entre os
paralelos de 30° de latitude Norte e Sul e na®esgbnde as temperaturas situam-se entre 0s
limites de 10 a 40 °C (DANTAS et al.,, 1999). Devidosua eficiente adaptabilidade, é
cultivada em quase todos os paises tropicais. EsilBo cultivo da bananeira é realizado sob
diferentes condi¢cbes edafocliméticas, que vai demdiaixa litoranea até os planaltos
interioranos, associado a varios niveis tecnol@jide producdo (DANTAS; SOARES
FILHO, 1997; DANTAS et al., 1999).

1.3 LimitagOes para a cultura da bananeira

Embora o Brasil e o Estado de Pernambuco sejantlgggirodutores e consumidores,
a bananicultura nacional enfrenta sérios problemaasfases de producéo e pos-colheita, que
limitam a sua insercdo no mercado internacionalidds, basicamente ao elevado consumo
interno e as perdas substanciais na fase de pdsiteole de comercializagdo (SOUZA;
TORRES FILHO, 1999b; MAIA et al., 2008).

Dentre os fatores limitantes dessa cultura, podanubgir os fatores fisicos (injurias
mecanicas), os fisiologicos (desordens ou distérfigiolégicos e doencas abidticas) e os
microbiolégicos (doencas bioticas), que estdo atiaab baixo nivel tecnoldgico adotado nos
pomares, a baixa qualidade da fruta produzida re@pa estrutura comercial (MAIA et al.,
2008; SILVA et al., 2003; RANGEL; PENTEADO; TONEZ002; CARDOSO, 2005). Essas
limitacbes ocasionam uma estimativa de perdas sgia@ntre 34 a 80% ao longo da cadeia
produtiva (LICHTEMBERG, 1999; SILVA, 2000; CORDEIR0O2003; CORDEIRO;
MATOS, 2005; ALMEIDA; SILVA, 2008), que, de acordmm Mascarenhas (1999), faz
com que apenas uma parcela, entre 50 a 60% dagdmdchegue a mesa do consumidor.
Isso é reflexo das técnicas inadequadas de mangatd a producéo, colheita e pés-colheita
(CARDOSO, 2005). Uma das causas de perdas na fitataode frutas € a qualidade
fitossanitaria da mesma que envolve a acao tanieséos quanto de fitopatdogenos (SILVA;
CORDEIRO, 2000).

No fator microbiolégico, inimeros micro-organismospmo fungos, bactérias,

nematoides e virus, prejudicam o desenvolvimentbaseaneira, afetando diversas partes da
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planta. Entre esses micro-organismos merece destapos-colheita, o fungo mitésporico
Colletotrichum musae(Berk. & M.A. Curtis) Arx (von ARX, 1957a), agenteausal da
antracnose da banana e que prejudica consideravelrmecomercializacdo e o consuno “
naturd dessa fruta (SILVA; CORDEIRO, 2000; CORDEIRO; MAS; KIMATI, 2005;
CORDEIRO; MATOS, 2005; PESSOA et al., 2007).

1.4 Doencas pos-colheita

As podriddes em frutas frescas, hortalicas e flopgevenientes da atividade de
fitopatdgenos, ocasionam graves perdas nessest@sodgricolas, principalmente quando
esses sdo cultivados em locais distantes da are@ndamo. No decorrer da fase denominada
de pés-colheita, os produtos que ndo sdo manipalladequadamente e/ou tratados com
inibidores microbianos eficientes podem perderacalidade devido a acdo de doencas de
origem bidtica e abiotica, por distdrbios de traregdo e pela senescéncia (DHINGRA,
1985; MARI; GUIZZARDI, 1998).

De acordo com Kader (2002), a reducdo das perdagpds¥colheita na cadeia
produtiva de produtos agricolas, especialmente frdéss, representa um constante desafio
para a producdo, comercializagdo e consumo, umgueas frutas apresentam um alto teor
de agua e de nutrientes e, mesmo depois da coluéita periodo final de senescéncia,
mantém varios processos bioldgicos em plena atieida consequentemente, tornam-se mais
predispostas a disturbios fisioldgicos, danos mieoanocorréncia de podriddes, entre outras
patologias.

A ocorréncia de fitopatogenos causadores de doemgas a colheita € um dos
problemas que prejudica a qualidade e que temalilnita exportacado de frutas brasileiras,
inviabilizando o transporte por periodos mais lagssim como a aceitacao do produto no
seu destino final (PRUSKY; PLUMBLEY, 1992; PERES98).

Para Barkai-Golan (2001) e Martins et al. (2008)daencas pés-colheita podem ser
divididas em duas categorias, de acordo com p&detido fitopatdgeno no hospedeiro: (i) as
tipicas, ocasionadas por fitopatdgenos que penetrdanfectam a fruta durante e apos a
colheita, frequentemente, por ferimentos; e, ipaiescentes, ocasionadas por fitopatégenos
gue penetram e infectam a fruta antes da colhmiégmo na auséncia de ferimentos. Esses
fitopatdgenos penetram nos hospedeiros ainda ngaapermanecendo latentes até o
processo de maturacao fisiologica. Nesse casoemcdosomente externa-se apos a colheita,

durante o armazenamento e/ou comercializagéo.
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Os fungos estao relacionados como os principaisaciwes de doencas pés-colheita
em frutas. Isso ocorre, em consequéncia do ampheraide espécies fungicas envolvidas, da
grande diversidade genética desses agentes figgmabos, que incliormae specialegacas
e biotipos e, dos eficientes mecanismos de peetré@NOWDON, 1990). Os fungos sao
responsaveis por cerca de 80 a 90% do total deapecdusadas por fitopatdgenos
(GULLINO, 1994). No caso da banana, varias podsdd@e natureza fungica podem ocorrer
na fase de poés-colheita, como a podriddo-da-cor@aamtracnosesendo essa Ultima, a
principal doenca (CORDEIRO; MATOS, 2000).

Moraes, Zambolim e Lima (2006), analisando a freqi#&de fungos em banana cv.
“Prata Ana” proveniente do norte de Minas Geralsseovaram que as espéciés musae
(Berk. & M.A. Curtis) Arx,C. acutatum].H. SimmondsCladosporium musak.W. Mason
Fusarium equiseti{Corda) SaccPenicillium sp. eAlternaria sp. foram as mais frequentes,
tanto em frutas verdes como em maduras. Nesse mesdaho, os autores também
constataram qu€. musaeé o agente primario das podriddes das frutas ewdatas com
100% de incidéncia.

Pereira et al. (2010), com o objetivo de verifiaairequéncia de fungos em bananas
comercializadas na feira livre da cidade de Pon{P&8l), detectaram que nas bananas
avaliadas, estas apresentaram elevada frequéndimges fitopatogénico<Colletotrichum
sp. eRhyzopussp. foram os fungos mais presentes para as thdgaoces estudadas (Prata,
Maca e Nanica).

Os resultados obtidos, nos dois trabalhos anteeioten citados, confirmam a
importancia econémica das doencgas poOs-colheitareggira, uma vez que a presenca € o
aparecimento desses micro-organismos desqualifiaafruta para comercializacdo pela
simples presenca dos sintomas, independente dasitéele dos mesmos (CAPPELLINI;
CEPONIS, 1984; GULLINO, 1994).

1.5 Antracnose da banana

A antracnose representa 0 mais grave problemastagideita de banana e encontra-
se amplamente distribuida em todas as regides foradu dessa fruta no mundo
(WARDLAW, 1972; CORDEIRO; MATOS, 2000). Essa doemgasa perdas significativas
na producdo, manifestando-se, principalmente, m#a fja madura. Embora a doenca
manifeste-se durante esse periodo, o problema nério ino campo, ocasido em que 0s

conidios dispersos no ar sdo depositados sobretas,fgerminam, formam os apressoérios e,
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consequentemente, penetram nas mesmas (CORDEIROOEA2000; VENTURA; HINZ,
2002; CORDEIRO; MATOS; MEISSNER FILHO, 2004). SedanWardlaw (1972), essa
doenca também é conhecida como podriddo negradsid@o das frutas maduras.

O fungo geralmente infecta as frutas ainda verdescampo (pré-colheita) e as
infeccbes permanecem quiescentes até que estasmemo inicio do processo de
amadurecimento (GOOS; TSCHIRSCH, 1962). No estddimlogico de fruta verde,
normalmente ndo ha o desenvolvimento de sintonmserste ocorre sintomas em frutas
verdes quando essas sdo demasiadamente feridaB TZLOHOMAS; SLABAUGH, 2003).

Na pos-colheita, a infeccdo vai se manifestar daran periodo de transporte e
maturacdo das frutas e ocasionar outras infecg@eacterizando a fase de infeccdo nao-
quiescente. Com o amadurecimento natural ou induzids frutas, lesbes escuras
desenvolvem-se progressivamente tornando-se dejasngobre as quais em condi¢cfes de
alta umidade, aparecem frutificagcdes alaranjadafidgo. Com o progresso da doenca, as
lesbes aumentam de tamanho, podendo coalescerarfdomgrandes areas necréticas
(ABAYASEKARA; RATNAYAKE; ADIKARAM, 1998; CORDEIRO; MATOS, 2000;
SPONHOLZ et al., 2004; CORDEIRO; MATOS; KIMATI, 260 CORDEIRO; MATOS,
2005).

As espécies d€olletotrichumou Glomerellasdo os mais importantes fitopatdgenos
que causam este tipo de infeccdo (JEFFRIES e1%00; BAILEY; JEGER, 1992). Duas
formas distintas da doenca sdo observadas: a aose@ale frutas maduras, originaria de
infeccdo latente da casca verde e que permaneogent até o inicio da maturagdo; e, a
antracnose nao latente, produzida pela invasadapmfogeno em ferimentos ocorridos sobre
frutas verdes que estdo em transito (CORDEIRO; M&TZD00).

O agente etiologico dessa doenca é fungo mitosp@rienusae porém este agente
causal assemelha-se em muitos aspectds. gloeosporioides(Penz.) Penz. & Sacc.,
responsavel pela maioria das antracnoses em duitas na fase de pés-colheita (PLOETZ;
THOMAS; SLABAUGH, 2003). O teleomorfo deC. musae ainda € motivo de
guestionamento na literatura, entretanto Petch7(1@Htescreveu com@lomerella musarum
Petch.

Wardlaw (1935) encontrou peritécios em amostras identificou como pertencente a
Glomerella cingulata(Stoneman) Spauld. & H. Schrenk. Sutton (1992)cod que existe
davidas se, realmente, algumas formas sexuadasiddefi para o génerGolletotrichum
pertencem ao géne@omerella Tomando por base, essa indefinicdo na posic@mdaxica,

a espécids. musarumcomo descrita por Petch, em 1917, pode ndo sttad® teleomorfo
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de C. musae(PLOETZ, THOMAS; SLABAUGH, 2003). Rodriguez e Owgii992)
produziram em condi¢des laboratoriais, a forma agauleC. musagusando o epitet®.
musae embora nenhuma descricdo formal e cientificafeatizada.

A espécieC. gloeosporioidegG. cingulatg pode ser recuperada a partir de bananas
em decomposi¢do, poré@ musae mais adaptada e predomina como agente etioldigico
antracnose nesta fruta (PLOETZ; THOMAS; SLABAUGIK03).

A espécieC. musadoi primeiramente classificada corvyxosporium musaBerk. &
M.A. Curtis (BERKELEY, 1874), sendo posteriormenteansferida para o0 género
GloeosporiunDesm. & Montag. (MONTAGNE, 1849), que se caractepnr nao apresentar
setas, passando a ser chamad&ldeosporium musarur@ooke & Massee (COOKE, 1887,
BAXTER; WESTHUIZEN; EICKER, 1985) e, sendo por fimeclassificada por von Arx
(1957a, b) no géner@olletotrichum

A espécieC. musae taxonomicamente classificada com base no teldorqoe esta
inserido no filo Ascomycota, classe Sordariomycesesbclasse Sordariomycetidae, ordem
Incertae sedise familia Glomerellaceae (INDEX FUNGORUM, 20l1l&ssa espécie
apresenta, frequentemente, colénias com micéleoa@bundante, de tonalidade branca, que
tornam-se acinzentadas com o passar do tempo, dgdénonsideravel massa de conidios,
geralmente coalescente. A literatura ndo relatesepca de (micro)esclerddios e de setas. Os
conidios sao geralmente hialinos, retos, cilindsicobtusos nos apices, unicelulares,
possuindo de 10,0-18,0 um de comprimento x 3,0p67b de largura (ARX, 1957a, b;
SUTTON, 1980; PLOETZ; THOMAS; SLABAUGH, 2003; COUTMENEZES, 2004). Os
apressorios sao bastante comuns, médios e de @otastanho-escura, apresentando forma
irregular, muitas vezes, com lobulos grandes otupdos, os quais medem 9,0-13,0 x 9,0-
11,5 um (SUTTON, 1980).

A doenca caracteriza-se pela formacéo inicial dgu@eas manchas de coloracéo
castanha, que depois tomam a proporcéo de les€iaag® deprimidas. Em condi¢des de alta
umidade, aparecem frutificac6es fungicas que vadancoloracdo alaranjada a creme, com
massas conidiais de coloracdo salmao, caractedzasd acérvulos deColletotrichum
(JEFFRIES et al., 1990; BAILEY et al., 1992; PLOETEHHOMAS; SLABAUGH, 2003).
Com o progresso da doenca, que pode ocorrer cotasdrmente com o amadurecimento da
fruta, as lesdes aumentam de tamanho, podendscenléormando grandes areas necréticas,
resultando, dessa forma, em frutas de ma apar6BGRDEIRO; MATOS, 2000; PESSOA;

OLIVEIRA, 2006). As frutas atacadas pelo fitopatdg@madurecem de maneira mais rapida
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do que as sadias e representam um grande riscoemia para toda a carga a ser
comercializada (CORDEIRO; MATOS; MEISSNER FILHO ().

A antracnose, geralmente, mantém-se restrita doapeo (casca) da fruta, afetando
raramente a polpa, exceto, em condi¢des de aftgeetaturas ou quando as frutas encontram-
se em avancado estadio de maturacdo (CORDEIRO; MAAPOO0O; CORDEIRO; MATOS,
2003; PLOETZ; THOMAS; SLABAUGH, 2003; CORDEIRO; MAJS; KIMATI, 2005).

A presenca de espécies @elletotrichumcomo endofiticas em bananeira é bastante
interessanteC. musaee C. gloeosporioidessdo fungos que fazem parte da microflora
endofitica dessa cultura (PEREIRA; VIEIRA; AZEVEDQ@999; PHOTITA et al., 2001,
CAO; YOU; ZHOU, 2002; PHOTITA et al., 2004; NUANGME MCcKENZIE;
LUMYONG, 2008). Contudo, esses fungos também cawd@encas em banana (PHOTITA
et al., 2001), apoiando a idéia de que os fitogatog podem passar parte de suas vidas em
estado endofitico na planta, atuando como fitopatédatente (BROWN; HYDE; GUEST,
1998). De acordo com De Lapeyre de Bellaire ef28100) as pecas florais e as bracteas de
bananeiras sdo as mais importantes fontes de mamdse fitopatdgeno. Esses mesmos
autores, investigando as diferentes fontes de lad@os méetodos de dispersédo de conidios de
C. musagem Guadalupe, no Caribe, demonstraram que quessis estruturas da planta
foram removidas, houve uma reducéao significativaeleeridade da doenca.

Os conidios sdo formados em condi¢cdes de alta denidasdo dispersos na chuva,
principalmente na mesma planta ou nas plantas mpesi Também ocorre a disseminacgao
pelo vento e por insetos (PLOETZ; THOMAS; SLABAUGE)03). Para Goos e Tschirsch
(1962), em condic¢des de trabalhovitro, a temperatura 6tima para crescimento, esporulacao
e germinacao do conidio situa-se na faixa de tesyn@rde 27 a 30 °C. A taxa de germinacao
€ um pouco mais baixa na presenca de luz do quesamro e os conidios sob umidade
relativa do ar superior a 98% germinam entre 6 @dtas. De acordo com Al Zaemey et al.
(1994), com estudos vitro de C. musago pH 6timo para o processo de germinagédo e de
crescimento varia entre 4,0 e 5,0, enquanto quemgdratura Otima para esses mesmos
processos fisioldgicos nessa espécie situa-seram de 15 °C.

Pessoa et al. (2007), trabalhando com diferentespdeaturas e periodo de
molhamento em bananas inoculadas cGmmusage observaram que a associacao das
temperaturas de 25 e 30 °C com 36 horas de pededmolhamento proporcionaram as
maiores lesdes na superficie da banana, enquastongutemperatura em torno de 15 °C,

houve o menor desenvolvimento da doenca.
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As medidas de controle dessa doenga devem teo iniccampo de producdo, com a
adocdo de préticas culturais, conforme recomendapéea 0 manejo de doengas na pré-
colheita de banana (CORDEIRO; MATOS, 2000). Ploetmmas e Slabaugh (2003) relatam
que € primordial a eliminacdo e posterior remocaoarka de cultivo, das folhas velhas,
bracteas e restos florais das plantas, jA que esariais funcionam como repositorios do
fitopatdgeno no campo de plantio.

Na fase de colheita e pds-colheita todos os cugl@dwem ser tomados para evitar
ferimentos nas frutas, que sdo a principal viaafeefracdo dos fitopatdogenos. As praticas em
pds-colheita de despencamento, limpeza atravéavdgem e embalamento devem envolver
0 manuseio extremamente cauteloso das frutas, ddéémedidas rigorosas de assepsia. Outro
cuidado é no equilibrio do etileno, responsaveb pebcesso de amadurecimento climatérico
da fruta, uma vez que esse fitohorménio é produraahbo pelo hospedeiro quanto pelo
fitopatdogeno (PLOETZ; THOMAS; SLABAUGH, 2003).

Como finalizacdo do manejo integrado dessa doemgatimo passo € o controle
quimico que pode ser feito por imersdo ou por aagdio das frutas com fungicidas
(CORDEIRO; MATOS, 2000; VENTURA; HINZ, 2002; CORDED; MATOS, 2003;
CORDEIRO; MATOS; KIMATI, 2005). Em bananas, a hin@pia e a refrigeracéo tém sido
usadas com propésitos de quarentena, visando estendvida de prateleira da fruta
(ARMSTRONG, 1982; MARRERO-DOMINGUEZ; LOPEZ-CABRERA;POMAR-
GARCIA, 1998) e atualmente estdo associadas aaniemito quimico para o controle da
doenca (SPONHOLZ et al., 2004; COELHO et al., 2010)

Segundo o site do Sistema de Agrotoxicos Fitoswamdt (Agrofit), que é vinculado
ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecitne(MAPA, 2011), ha somente dois
produtos registrados no Brasil para o tratamentandie@cnose da banana, cujos ingredientes

ativos sao imazalil e tiabendazol, respectivamente.

1.6 GéneroCaolletotrichum

O género Colletotrichum foi introduzido inicialmente por Tode (1790) com a
denominacdo deVermicularia Tode, porém Corda (1837a) o reclassificou com a
denominacédo d€olletothrichum(teleomorfoGlomerellaSpauld. & H. Schrenk.), entretanto,
esse mesmo autor, em outro trabalho alterou pdemaminacéo vigente (CORDA, 1937b).
Corda (1831a) caracterizou o gén&olletotrichum de maneira geral, como fungos que

apresentam conidios hialinos, retos, fusiformesuwuados e acérvulos com setas.
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Este género possui espécies com varios estilosiadle passando por espécies
endofiticas, epifitas, saprofitas, fitopatogénieasté patogénicas ao homem (PEREIRA;
VIEIRA; AZEVEDO, 1999; KUMAR; HYDE, 2004; PHOTITA teal., 2001, 2003, 2004;
CANO; GUARRO; GENE, 2004; LIU; DUAN; XIE, 2007; PRASTUTI et al., 2009).

As espécies pertencentes ao géi@tetotrichum geralmente, séo responsaveis pela
antracnose e outras doencas de uma grande variddaspécies de plantas, principalmente
plantas de interesse agronémico, incluindo cerel@guminosas, plantas ornamentais,
hortalicas e arvores frutiferas (SUTTON, 1980; MEKE, 2002; HYDE et al., 2009). Farr
et al. (1989) enumeraram que 48 espécieSaletotrichumcausam doencas em plantas e em
produtos processados nos Estados Unidos e a espéeemais predomina €&.
gloeosporioidesque pode atacar cerca de 470 diferentes génerbsgpedeiros (SUTTON,
1980; DODD; ESTRADA; JEGER, 1992; CANNON; BUDDIEREDGE, 2008).

Em suma, as antracnoses sao relatadas como les@edtiaas profundas, com
delimitacdes nos tecidos, de formato subcirculaamgular, apresentando massas erumpentes
de esporos com predominéncia da coloracdo alamnjBAILEY; JEGER, 1992). Na
literatura, em mais de 1000 espécies de plant@stracnose tem sido descrita (MORIWAKI;
TSUKIBOSHI; SATO, 2002).

As doencas causadas por espécieS€aléetotrichumtambém sdo conhecidas como
morte descendente das ponteiras, podriddo da midedlores, manchas e necroses foliares,
bem como, tombamento de plantulas damping-off(JEFFRIES et al., 1990; WALLER,
1992). Quando espécies @@olletotrichum atacam as folhas, as les6es no tecido foliar
aumentam consideravelmente de tamanho e coaledesinjindo grandes areas e em casos
de infeccéo severa causam o enrolamento das f@@2BD; ESTRADA; JEGER, 1992).

Colletotrichum é um fungo cosmopolita, de ampla distribuicdo gi#focp. Esse
género é encontrado em varias regides do globo, @oonréncia nas zonas temperada,
subtropical e tropical (FARR et al.,, 1989; WALLER992; DODD; ESTRADA; JEGER,
1992; FREEMAN; KATAN; SHABI, 1998). As lesbes deti@tnoses tém maior severidade
em regides tropicais e subtropicais (MENEZES, 2088se fungo ataca diferentes estadios
de desenvolvimento da planta e € um dos génerggcisnde maior importancia econémica
do ponto de vista fitopatologico (JEFFRIES et d990; BAILEY; JEGER, 1992;
FREEMAN; KATAN; SHABI, 1998; TOZZE JUNIOR; MELLO; MSSOLA JUNIOR,
2006; HYDE et al., 2009).

Diferentes espécies ou genotiposCidletotrichumpodem infectar diferentes partes

da mesma planta hospedeira, causando doencastadistgue ocorrem sucessivamente,
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durante o desenvolvimento da cultura (WALLER, 199REEMAN; SHABI; KATAN,
2000). Por exemplo, o morangueiro (espécies dorgdtragaria L.) pode ser infectado por
trés espécies deolletotrichum(C. fragariaeA.N. Brooks,C. acutatunme C. gloeosporioidés
causando antracnose na fruta e em outras partptadiza (HOWARD et al., 1992) e em
Citrus, que podem ser afetados por quatro diferentestipes@eColletotrichum(von ARX,
1957b; LIYANAGE; McMILLAN JR; KISTLER, 1992; FREEMA, 2000). Por outro lado,
diversos hospedeiros podem ser infectados por mica éspécie d€olletotrichum comoC.
coccodeqgWallr.) S. Hughes que causa doencas em muita&ciespde olericolas, incluindo
pimenta, batata, abobora e tomate (DILLARD, 199REEMAN, 2000).

No processo de infeccdo, o conidioQidletotrichumadere-se e germina na superficie
da planta hospedeira, emite o tubo germinativorendp em sua extremidade, o apressorio,
que por sua vez, germina e da iniciopagde penetracdo, entrando diretamente na superficie
do tecido hospedeiro. Abaixo da cuticula e da epideo fungo cresce, penetra, em seguida,
nas células epidérmicas. Em consequéncia dessespmbioldgico, a hifa desenvolve-se
intra e/ou intercelularmente, e pode permanecentatpor algum tempo. Nas condi¢cdes
ambientais favoraveis, ocorre a morte das célutashaspedeiro, resultando nas lesdes
(JEFFRIES et al., 1990; BAILEY et al., 1992; PERAES al., 1999; AGRIOS, 2005c).

De acordo com Agrios (2005c), o micélio produz agkrs e conidios logo abaixo da
cuticula do tecido hospedeiro que se rompe, lilmeraposteriormente, os conidios, que
causam mais infeccdo. Os conidios @elletotrichum presentes nos acérvulos estdo
envolvidos por uma matriz gelatinosa alaranjadastitoiida de polissacarideos e de proteinas
solaveis em 4gua. A matriz possivelmente protegeoafdios da dessecacdo, aumentando, o
potencial e a eficiéncia de germinacao, além détéaca penetracdo no tecido do hospedeiro
(MENEZES, 2002). Para Nair, Newhook e Corbin (1988)onidios d€olletotrichumnao
se constituem como eficentes estruturas de sol@msiy, ja que rapidamente perdem a
viabilidade ap6s a introducao no solo.

As células conidiogénicas de&olletotrichum geralmente sdo agregadas em
conidiomatas (também denominados de acérvulos), mesmo modo, podem ser formadas
nas ramificacdes laterais do micélio. No que dipe#to a formacado de setas no acervulo, em
substrato natural ou em meio de cultivo, essa foéima variavel em funcdo dos diversos
fatores ambientais, portanto, a sua presenca cdéneilasndo deve ser utilizada como um
carater de valor taxondmico para separacadaxie(MENEZES, 2002).

O fitopatogeno é favorecido por temperatura e udedelativa do ar elevadas. Os

conidios séo liberados e distribuidos apenas quasi@aérvulos estdo molhados. Geralmente
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sao disseminados por ventos, respingos, chuvassfott por entrar em contato com insetos,
outros animais, ferramentas, dentre outros. (AGREDS5c). Os conidios germinam apenas
na presenca de agua livre ou quando a umidadéveethd ar é bastante elevada (em torno de
100%) (MENEZES, 2002; AGRIOS, 2005c).

Durante a formacdo do apressorio, ocorre a simtesgroteinas necessarias para a
producdo da melanina que confere a cor escura pessdrios (MENEZES, 2002). A
melanizacdo é considerada como uma condicdo pagpatagenicidade, propiciando ao
apressorio uma maior infectividade, resisténcigidez suficiente para o rompimento da
cuticula e até servindo como 6rgao de sobrevivéfwi@LKOW; SISLER; VIGIL, 1983;
KUBO et al., 1985; MENEZES, 2002; AGRIOS, 2005a, b)

As espécies deColletotrichum apresentam colénias de coloragcdo muito variada,
formando em meio de cultura, colonias de tonalidadevao do branco-gelo ao cinza-escura,
com quantidade variavel de micélio aéreo. Alémdjiss presenca de esclerodios e/ou de
microesclerdédios ocorre em algumas espécies do@éETTON, 1992).

Segundo as estimativas encontradas na literaturamero de espécies varia bastante.
Von Arx (1957a, b) reduziu bastante o nimero déasp relacionadas@olletotrichum de
varias centenas (mais de 800 espécies que eramitalestou atribuidas) a 11 espécies com
12 formas, baseando-se em caracteres morfologivadglogia dos conidios), relagdo com o
estadio perfeito e patogenicidade, em que muitasmtaforam tratados como sinbnimosQGie
gloeosporioide® C. dematiun{Pers. ex Fr.) Grove.

Sutton (1980) considerou 22 espécies, adotando gaiestincdo de espécies, 0s
critérios taxondmicos de morfologia de conidiopeeasorios e as caracteristicas culturais das
colénias. Mais tarde, Sutton (1992) aumentou edsseero para 39 espécies “aceitas”,
incluindo uma variedade e oitormae specialeom base nos padrdes utilizados no trabalho
anterior e na especificidade do hospedeiro. Kir&l.e2008) na 102 edicdo do Ainsworth and
Bisby’s Dictionary of the Fungi estimaram em 60 éses, enquanto que no site khalex
Fungorum(acesso em: 21 jan. 2011b), encontrou-se o regigtr707 nomes relacionados a
Colletotrichum

Hyde et al. (2009) forneceram uma visao geral deggcies d€olletotrichumque
estdo em uso corrente, descrevendo-as com baserf@agia e na analise filogenética de
varios genes e de regides do genoma fun@canusaesomente foi estudado com base em
caracteres morfologicos. Nesse mesmo trabalho,09u0 nomes de espécies séao

considerados de uso incerto.
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Colletotrichumé um género taxonomicamente confuso com necessidgeate de
revisdo (CANNON; BRIDGE; MONTE, 2000; JOHNSTON, Z0JOHNSTON et al., 2008).
Os problemas intrinsecos na sistematicaCdéetotrichumpara a identificacdo e aplicacao
correta dos nomes das espécies sdo motivadosveosab fatores:

1) as espécies descritas possuem poucas disting8esmracteres morfoldégicos e com
variacdes consideraveis em meio de cultura. Ness®pa posicado taxondmica de algumas
espéciese. g, C. gloeosporioidesC. acutatum C. graminicola(Ces.) G.W. Wilsore C.
dematiumgue ainda néo esta totalmente definida € considezamo “complexo de espécies”
ou “grupo de espécies” (BAILEY; JEGER, 1992; SUTTON92; CANNON; BRIDGE;
MONTE, 2000; FREEMAN; SHABI; KATAN, 2000; THAUNG, @08; HYDE et al., 2009;
CAl et al., 2009);

2) as espécies deolletotrichumpossuem uma extensa gama de hospedeiros e uma
grande variabilidade na patogenicidade dos isolé@8$LEY; JEGER, 1992; FREEMAN,;
SHABI; KATAN, 2000; LATUNDE-DADA, 2001; DU et al.2005; THAUNG, 2008);

3) 0s espécimes-tipo sdo muitas vezes ausentagonteam-se em mas condi¢des de
preservacao, dificultando, dessa forma, a suaatdio para estudos moleculares (CAI et al.,
2009);

4) as numerosas sequéncias da regido ITS do rDN&aliedos deColletotrichum
despositadas no NCBNétional Center for Biotechnology Informatjosdo, muitas vezes,
erroneamente nomeadas (CROUCH; CLARKE; HILLMAN, 20DAMM et al., 2009); e,

5) para algumas espécies, a fase teleomérficaagnesmate formada (HYDE et al.,
2009; CAI et al., 2009). No levantamento feito ptyde et al. (2009), de um total de 66
espécies estudadas, o teleomorfo € desconhecid®paspécies.

Considerando os fatores que foram citados acimaered-se uma relevante
dificuldade em torno da sistematica @elletotrichum devido, principalmente, a falta de
confianga nas caracteristicas morfologicas. Paratoomar essa problematica, o0s
pesquisadores tém utilizado, além de estudos nagifals, outras metodologias, como dados
de sequéncias do DNA, caracteristicas culturassldigicas e de patogenicidade, que sao
pontos necessarios para que ocorra uma abordagéfasipa no que diz respeito a
identificacdo de espécies desse género (SUTTONZ;18ANNON; BRIDGE; MONTE,
2000; CROUCH et gl2009; PRIHASTUTI et al., 2009).

Cai et al. (2009) sugerem que as diferentes abendagm trabalhos, que envolve o
estudo das espécies @olletotrichumsejam correlacionadas e discutidas entre os tipos

caracteres e o0s tipos filogenéticos em estudo.
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1.7 Caracterizagéo da variabilidade deColletotrichum

E crescente a preocupacéo cientifica com o conleetimda biodiversidade no que
diz respeito a variabilidade genética, principalteeem funcdo do aumento da erosdo dos
recursos genéticos (EHRLICH, 1997). O estudo dab#idade genética € uma ferramenta
que pode auxiliar o pesquisador na distincdo dereahtes populacées pelo uso dos
marcadores genéticos que podem ser divididos enfioldgicos e moleculares (BERED;
BARBOSA NETO; CARVALHO, 1997; LARSON et al., 2000).

A caracterizagdo realizada por meio de marcadoredolagicos é uma técnica
tradicionalmente empregada para a identificagdomgos fitopatogénicos, como a do género
Colletotrichum(BAILEY; JEGER, 1992; BURGESS; MALAJCZUK; DELL, 9%; CAI et
al., 2009). Aliado a morfologia, séo utilizadas rast técnicas correlatas e métodos
convencionais, como a caracterizacdo fisiolégicaltural, bioquimica e patogénica
(BRIDGE, 1985; VALIM-LABRES et al., 1997; ATKINS; ICARK, 2004; THAN et al.,
2008).

Esses métodos envolvem o estudo de varios caracteeeentes a biologia e a
fisiologia do fungo e que podem ser caracterizadasto macroscépicos quanto
microscépicos. Encontra-se na literatura variosmgtes dessas técnicas de caracterizacoes,
como analise de pigmentacado (coloracdo) e supeidizicolonia, textura e forma marginal
das colonias, reverso da placa, formacdo de setpresenca ou auséncia de setas,
(micro)esclerédios, acérvulos e da fase teleormdrirelocidade de crescimento micelial nas
espécies cultivaveis artificialmente, processoatenécéo, formato e tamanho de conidios e
de apressorios, esporulacdo, producdo de pigmentgmcidade de metabolizacdo de
substratos organicos, isolamento e cultivo de mocganismos, gama de hospedeiros,
especializacdo patogénica em diferentes o6rgdos ldatap entre outras (BURGESS;
MALAJCZUK; DELL, 1995; VALIM-LABRES et al., 1997; ANAKA; PASSOS, 1998;
TANAKA; PASSOS, 2002; TEIXEIRA; VIEIRA; MACHADO, 204).

Essas caracteristicas morfologicas, culturais @ldigicas sao tradicionalmente
utilizadas na taxonomia deolletotrichumcom a finalidade de diferenciar e/ou caracterizar,
in vitro, espécies morfologicamente préximas, cofo gloeosporioidese C. acutatum
(SMITH; BLACK, 1990; SUTTON, 1992; FREEMAN; KATANSHABI, 1998; PHOTITA
et al., 2005; ANDRADE et al., 2007; THAUNG, 2008).

As técnicas moleculares, baseadas na andlise do, DBIA sendo cada vez mais

utilizadas e tém sido aplicadas com éxito em difiexe dreas da Micologia. Essas técnicas
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possibilitam o desenvolvimento de métodos rapideasiveis e especificos na identificacao
de espécies de fitopatdgenos (TEIXEIRA; VIEIRA; MABDO, 2004).

A deteccao da variabilidade genética ocorre naéena do DNA, ou seja, atraves do
polimorfismo genético. Por utilizarem diretamentBNA, ndo sofrem influéncia dos fatores
gue afetam a expressdo génica, sendo também c@musidesidveis para uso rotineiro devido
a sua rapidez e simplicidade na deteccdo de vidmde em fungos (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998; McCARTNEY et al., 2003; ATKINSCLARK, 2004). As técnicas
se baseiam em métodos imunoldgicos, tecnologiaoddasde DNA/RNA e a tecnologia da
PCR Polymerase Chain Reactipnncluindo, nesse caso, a PCR em tempo real (NKI
CLARK, 2004).

Partindo da premissa de identificacdo via carastemerfoldégicos, Goes e Kimati
(1997) diferenciaram trés grupos @elletotrichumassociados a queda prematura das frutas
citricas pelo tamanho de conidios: os isolados dapay FGG C. gloeosporioidés
apresentaram conidios com dimensdes maiores, éoqggaa os isolados dos grupos SGO e
KLA (C. acutatumh apresentaram conidios menores e de tamanho gedério,
respectivamente. Agostini, Timmer e Mitchell (19@2yacterizaram o formato dos conidios
para estes trés grupos: a linhagem FGG possuiuanmmaioria, os apices arredondados e as
linhagens SGO e KLA possuem conidios com os apmesjominantemente, de formato
fusiforme.

De maneira analoga a morfologia de conidios, o &ome as dimensdes de
apressorios, em algumas situacdes, tém-se mostoado caracteristicas Uteis; enquanto que
em outras, tém-se mostrado pouco consistentesapatentificacdo das espécies do género
Colletotrichum (TOZZE JUNIOR, 2007). Tomando por base, a situagiio que a
caracterizacdo por apressorios € favoravel, Gdesnati (1997) também diferenciaram os
agentes causais associados a queda prematurautéasditricas: o grupo denominado FGG
(C. gloeosporioidgsapresenta apressorios, com o predominio de forho@tulado e com
dimensdes maiores; por sua vez, o grupo KCAdcutatun) apressorios arredondados e de
dimensdes intermediarias e o grupo S@&04cutatuntem apressoérios de formato clavado e
de dimensdes menores.

Em relacdo a circunstancias em que a identificalifiespécies d€olletotrichum
usando apressoérios como padrao é inconsistent®en3a080, 1992) descreve 0s apressorios
deC. orbiculare(Berk. & Mont.) Arx [sin.:C. lagenarium(Pass.) Ellis & Halst.] com varios
formatos (oval, clavado, ligeiramente irregular tdbulado ou levemente lobulado) e os de

C. gloeosporioidesambém com vérios formatos (oval, oboval, clavadegular e as vezes,
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lobulado). Todas essas caracteristicas morfologicdem levar a uma confusdo no momento
de distinguir as duas espécies acima citadas pesaarem formato muito semelhante de
apressorios. Sussel (2005) relata que a formapmlessorios, quando usada isoladamente, ndo
se constitui como uma boa caracteristica paraifib@gfio ou caracterizacdo da espécie
orbiculare

Andrade et al. (2007) caracterizaram 29 culturasiaspdéricas deColletotrichum
isoladas de frutas e peciolos de mamodirarica papayal.). A caracterizacdo baseou-se,
entre outros aspectos, na morfologia de conidide apressorios, coloracdo e crescimento
micelial das colbnias. Pela morfologia de conidiode apressorios, 0os 29 isolados foram
identificados comdC. gloeosporioidestendo a maioria, conidios cilindricos e/ou obatins
e apressorios lobados ou fracamente lobados, etrastencom a espécie acutatumobtida
de morango Kragaria x ananassaDuch) e usada nesse mesmo trabalho para efeito de
comparacao, que por sua vez, apresentou conididsrfues e apressorios circulares e lisos

Outro aspecto que permite diferenciar espéciesréstimento micelial das coldnias,
gue vem usado para caracterizar a variabilidadeirgos fitopatogénicos (TALHINHAS et
al., 2002; PIMENTA, 2009). Swart (1999) estudandtracnose da mang®éangifera indica
L.) e de abacatd’ersea americanlill.) ndo observou diferengas no diametro de c@é de
C. gloeosporioidesno periodo de sete dias de incubacdo, contudificea diferencas
significativas de crescimento micelial @e gloeosporioidesle cada hospedeiro nos isolados
provenientes das diferentes regibes geograficas estndo. Talhinhas et al. (2002)
diferenciaram pelo crescimento micelial, as espéCiegloeosporioide®riundos de citros e
C. acutatumobtidos de varias espécies de tremocdiupinusL.), jA que aqueles isolados
tiveram crescimento mais rapido do que estes.

De acordo com os resultados observados por Simm¢k#g5), a coloracdo das
colonias deColletotrichumvaria entre espécies e entre isolados da mesmai@sgégundo
descricbes de varios pesquisadores, as coléniasC.dgyloeosporioidesinicialmente
apresentam-se brancas ou cinzas-claras e o sob@traio de cultura) de cor creme, sendo
que em alguns casos, podem ocorre difusfes dese@szaras, com margens mais claras e/ou
rosadas (SIMMONDS, 1965; SMITH; BLACK, 1990; BERNEN et al.,, 1995;
ADASKAVEG; HARTIN, 1997; TALHINHAS et al., 2002; PETITA et al., 2005).

Couto e Menezes (2004) verificaram que as colodéasjuase todos 0s isoladGs
musaevariaram em coloracdo, alguns isolados apresentacdoracao branca, outros cinza-
clara e somente um foi cinza-escura. Andrade €2@07) constataram que todos os isolados

de Colletotrichum provenientes do mamoeiro apresentaram-se bastagteroéneos,
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variando de branca a cinza-escura. A coloracasenestudo, foi influenciada pelo isolado e
pelo meio de cultura utilizado [peptona-glucoserd§&GA) e batata-dextrose-agar (BDA)].
Pela coloracédo, o resultado indica que tais isalgd@sam s&t. gloeosporioides

A caracterizacdo patogénica € um meétodo bastamiroopara a identificacdo de
espécies d€olletotrichum Casos de especificidade de hospedeiro sédo retatedliteratura,
em que muitas espécies e bidtipos desse génerostemioeestdo associados a um Unico
hospedeiro (SMITH; BLACK, 1990). Por outro ladopésies e bidtipos também podem estar
relacionados a diversos hospedeiros. Considerassiofato, testes de patogenicidade cruzada
também sdo usados como um método complementarfelentdiacdo de isolados com o
objetivo de verificar a gama de hospedeiros erdjatr as espécies que estao sendo estudadas
(DENOYES; BAUDRY, 1995; MUNIZ; SANTOS; BARBOSA, 189 PERES et al., 2002;
BARGUIL, 2006).

O comportamento patogénico de algumas espécie€dletotrichum causando
antracnose do pimentdo revelou a existéncia dealtaaariabilidade inter e intraespecifica
das espécies (TOZZE JUNIOR, 2007). Andrade et28107) observaram que todos os 33
isolados deColletotrichum[29 isolados de maméao e quatro de outras hospsde manga
(2), morango e mac@@lus domesticd8orkh.)] foram patogénicos as frutas de mamoaeiro ¢
Sunrise Solo, com variagdes no diametro e na skad®i das lesdes formadas, indicando
niveis diferentes de agressividade entre os isslado

Nascimento (2009) avaliou a patogenicidade de Xsados deColletotrichum
obtidos a partir de lesbes de antrachose, mandtleltie e podriddes pedunculares em frutas
de mamoeiro procedentes de varias areas de pldatiBrasil (Estado de Espirito Santo,
Bahia, Paraiba e Rio Grande do Norte). Todos ofades foram patogénicos, com
observacao de sintomas tipicos e atipicos de aisacA caracterizacdo pela patogenicidade
permitiu diferenciar os sintomas e correlaciona-tasn as espécies envolvidas. Os
considerados tipicos foram caracterizados por segiefundas com massas de conidios
alaranjadas. Nesse caso, as lesdes foram causad@s gloeosporioideg C. magnaS.F.
Jenkins & Winstead., enquanto que as lesbes aipieantracnose foram caracterizadas por
lesGes profundas com massas de conidios negrasr@nv@scuras, observadas somente em
lesdes ocasionadas por alguns isoladdS.deagna

Alguns fitopatégenos sobrevivem como saprofitasm ca funcdo ecoldgica de
degradar a matéria organica em decomposicdo doandeente. Para alcancar esse objetivo,
0s mesmos devem secretar enzimas extracelularesg gie fundamental importancia na

penetracdo e colonizagao do tecido do hospedeimprocesso de patogénese (BECKMAN,
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1956; DEAN; TIMBERLAKE, 1989; KEON; BYRDE; COOPERJ1990). Como
complemento de identificacdo de fitopatdégenos,ogaestes bioquimicos sdo utilizados para
diferenciacéo de espécies, e dentre estes, estéstes enzimaticos.

Para Mahmoud e Omar (1994) a habilidade inerenterdfingo em produzir enzimas
varia entre espécies, assim como entre isoladasm@demesma espécie. Couto, Menezes e
Coélho (2002) afirmam que essa capacidade de produzndo determinada enzima, em
condicbes padronizadas, serve como base parardifereou agrupar os isolados de uma
espécie fungica em niveis subespecificos.

Basicamente, a atividade enzimatica das espédiedaglas é realizada em substratos
sélidos especificos com uso de diversas fontesad®noo, através da atividade amilolitica,
lipolitica, proteolitica e celulolitica (COUTO; MERYES; COELHO, 2002). Outros padrdes
de carboidratos estdo sendo utilizados para resalekassificacdo de espécies fungicas, como
as do génerd’enicillium subsecéd-asciculata (BRIDGE, 1985). Ademais, esses mesmos
padrdes também sdo usados para diferenciar espécgg&nerdColletotrichum(WALLER et
al., 1993; PRIHASTUTI et al., 2009).

No caso do agente etiologico do CBDoffee Berry Diseage— Colletotrichum
kahawaeWaller & Bridge, este € distinguido de outras es® de Colletotrichum que
causam doenca na baga do cafedduoffeal.) pela incapacidade de utilizar acido citrico ou
tartarato de aménio como Unica fonte de carbono (MWER et al., 1993; PRIHASTUTI et
al., 2009). Waller et al. (1993) ainda relacionargmdiretamente essa inabilidade com a
patogenicidade e diretamente a uma reducdo daidapacsaprofitica do fungo. Para esses
mesmos autores, a caracterizagdo bioquimica, se@scedimento, no entanto, tem natureza
negativa, requerendo cuidado na avaliagcdo e nae skvutilizado como Unico metodo de
caracterizacao.

A caracterizacdo fundamentada exclusivamente e@rios morfoldgicos, culturais,
fisiol6gicos, bioquimicos e de patogenicidade erahitil, € bastante limitada por diversos
fatores, em funcdo do baixo niumero de caracteresiyeas de ser analisados e das variagdes
intrinsecas do fitopatdgeno (FUNGARO, 2000; PERESale 2003). Somado a isso, a
existéncia de formas intermediarias do fureyg, formae speciales a falta de padronizacao
de algumas condi¢bes culturais empregadas noseiiés estudos, como a utilizacdo de
varios meios de cultura, fotoperiodos e temperat(rdluéncia dos fatores ambientais na
estabilidade dos caracteres) contribuem, em dempai@ que ocorram dificuldades na
identificacdo de espécies @Gelletotrichum(SUTTON, 1992; FREEMAN; KATAN; SHABI,
1998; LOPEZ, 2001; PERES et al., 2003; ANDRADEIgtz907; PIMENTA, 2009).
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De acordo com Sutton (1980), Menezes (2002), Tla#tsret al. (2002) e Cai et al.
(2009) com a finalidade de limitar esses fatoretud®s visando a integracdo e a
padronizacao dos diversos métodos devem ser coadatepara analisar a diversidade inter e
intraespecifica de espécies@alletotrichum Deste modo, outros critérios tém sido utilizados
para a diferenciacdo e caracterizacdo de espéesse género (FREEMAN; RODRIGUEZ,
1995; BROWN; SREENIVASAPRASAD; TIMMER, 1996; KATAN;SHABI, 1996;
FREEMAN; KATAN, 1997; FORSTER; ADASKAVEG, 1999; L@, 2001; GUERBER et
al., 2003; TOZZE JUNIOR; MELLO; MASSOLA JUNIOR, 260TOZZE JUNIOR, 2007;
ANDRADE et al., 2007; ABD-ELSALAM et al., 2010).

Atualmente, um dos critérios mais adotados, ali@do técnicas anteriormente

relatadas, sdo as ferramentas moleculares que est@do aplicadas com éxito na
diferenciacdo entre espécies e genotipos do gébelletotrichumprovenientes de varios
hospedeiros. As técnicas moleculares sdo baseadasdise de DNA e tém possibilitado o
desenvolvimento de métodos rapidos, sensiveis ecéigps na deteccdo de fitopatdbgenos
(LOPEZ, 2001; PERES et al., 2003).

Os métodos moleculares utilizados por muitos psagores podem ser divididos em
dois principais grupos. O primeiro consiste nasité&s fundamentadas em reacdo da PCR
(Polymerase Chain Reactipmue sdo comumente utilizadas para caracterizivessidade
genética entre populacbes e espécies estreitam@atdeionadas deColletotrichum
(NGUYEN, 2010).

A técnica da PCR consiste em multiplos ciclos ds tetapas: a desnaturacdo, a
hibridizacdo dos oligonucleotideos iniciadorgsinfery e a extensdo, permitindo obter
multiplas copias da sequéncia-alvo (BROWN; SREENBRRASAD; TIMMER, 1996).
Nesse grupo, as técnicas mais empregadas, inclédtd FRandom Amplified Polymorphic
DNA) (BACKMAN; LANDSCHOOT; HUFF, 1999; RATANACHERDCHAIet al., 2007),
RFLP Restriction Fragment Length Polymorph)jsi®NDRADE et al., 2007; LIU et al.,
2007; NAZRIYA; de COSTA; AZHAAR, 2007), AFLP Amplified Fragment Length
Polymorphismi (SILVA-MANN et al.,, 2005; HEILMANN et al., 2006),MP-PCR
(Microsatellite-Primed Polymerase Chain Reac)igABD-ELSALAM et al., 2010), ISSR
(Inter-Simple Sequence RepgdtdcKAY et al., 2009; RATANACHERDCHAI et al., 2010
MEDEIROS et al., 2010), etc.

O outro grupo € baseado no sequenciamento e afildgenética de diversos genes e
regides conservadas do DNA. Entre as técnicas ntdizadas para esse grupo sao, por

exemplo, a utilizagdo da regiao IT$térnal Transcribed Spackerdo DNA ribossomal
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(SREENIVASAPRASAD et al., 1996; CANNON; BRIDGE; MON, 2000; CANNON;
BUDDIE; BRIDGE, 2008; THAN et al., 2008; PRIHASTUEL al. 2009), de parte do gene
dap-tubulina (TUB2) (VINNERE et al., 2002; THAN et a2008; PRIHASTUTI et al., 2009;
DAMM et al., 2009), da glutamina sintetase (GS) ERBER et al., 2003), do gliceraldeido
3-fosfato desidrogenase (GAPDH), da calmodulind{Cala histona 4 (H4), da sequéncia
parcial da actina (ACT) (PRIHASTUTI et al., 2009AMM et al., 2009), do fator de
elongacdo 4 (EFlo) (CAI et al.,, 2009), entre outros genes e regiges tém sido
empregados para a identificacdo e caracterizacaéspies d€olletotrichum

De acordo com Cai et al. (2009) a identificacaesigecies d€olletotrichumdeve ser
simples e rapida, ja que isso tem implicacdes itaptes para 0 melhoramento de plantas,
biosseguranca e manejo das doencas. Para issoamkinte, o conceito de identificacdo de
espécies por codigos de barras esta popularizando-seio cientifico. Essa técnica também
chamada deDNA barcoding preconiza que pequenas sequéncias de DNA de agiaor
padronizada do genoma fungico fornecem um codigdateas de DNA que auxilia na
identificacdo de espécies (HERBERT et al., 2003MSIERBELL et al., 2005).

Como exemplo da utilizacdo de marcadores molesufzae identificacdo de espécies
de Colletotrichum Moriwaki, Sato e Tsukiboshi (2003) através daz@ieada PCR e usando
primers especificos (ITS4 e ITS5) conseguiram e$tabr uma nova espécie de
Colletotrichum(C. boninenseMoriwaki, Toy. Sato & Tsukib.), que fazia parte domplexo
de espécies d€. gloeosporioidesA descricdo dessa nova espécie foi baseada rfaloyia
e na homologia intraespecifica da regido ITS1 deAlle C. boninenseque variou de 96,9 a
100%, enquanto que interespecificamente, a honwalegriou de 80,2 a 82,3% quando
comparado corg. gloeosporioides

Andrade et al. (2007), usando a técnica de PCRaprmer especifico (Cgint) para
C. gloeosporioidesconfirmaram a identidade de apenas quatro isslddsse fungo causando
antracnose em frutas de mamoeiro, enquanto quesidégios apresentaram reacao positiva
com oprimer Calnt2, especifico par@. acutatum A maioria dos isolados provenientes de
mamao nao reagiu com nenhum g@osners. Por outro lado, a analise de restricdo da regiao
ITS do rDNA, comRsd, gerou perfis distintos entr€. gloeosporioidese C. acutatume
mostrou uniformidade entre os isolados de mamao.

Than et al. (2008) diferenciaram os agentes efioddggue causam antracnhose em
pimenta Capsicumspp.) na Tailandia, em trés espéciésacutatum C. capsici(Syd. & P.
Syd.) E.J. Butler & Bisby €. gloeosporioidescom base na caracterizacdo morfologica,

sequenciamento da regido ITS/5-8S do rDNA e do ¢etubulina, aliado aos testes de
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patogenicidade. Contrariamente, as analises mgit@é e moleculares néo foram suficientes
para separa€. gloeosporioide® C. magna espécies que ocorrem no Brasil como agente
causal de podriddes de frutas do mamoeiro (NASCIVBN2009; FERREIRA et al., 2010).

Tozze Junior et al. (2008) verificaram atravésd#iificacdo molecular por PCR de
isolados deColletotrichumassociados a antracnose do maracujazeiro no Ed¢a8éo Paulo
e encontraram a presenca de pelo menos duas espEsp@nNsaveis por essa antracnose no
Brasil, C. gloeosporioideg C. capsici Os resultados também permitiram indicar que amai
parte dos isolados ndo pertencem a espécigloeosporioidesaté aquele momento, citada
como a Unica responsével pela antracnose do maraowj no pais.

Abd-Elsalam et al. (2010), utilizando a técnica MER com a finalidade de
identificar a variacdo genética entre os isoladesCd musag observaram uma grande
homogeneidade entre os isolados, revelada pelaaf@on de dois agrupamentos no
dendrograma gerado. Nesse mesmo trabalho, a sdadar intraespecifica entre os isolados
deC. musaevariou de 83 a 100%.

Cai et al. (2009) analisaram 64 isolados Glegloeosporioides sensu lafe dois
isolados deC. boninenseomo ‘outgroup$). Cada isolado foi sequenciado com seis genes:
ITS, GAPDH, CaM, ACT, CHS (quitina sintase) e aFDs autores conseguiram, a partir das
analises, que dentro @& gloeosporioides sensu latos genes GAPDH, CaM e ACT foram
excelentes candidatos para representa-loBMA barcoding enquanto que os genes ITS,
CHS e EF#&, mostraram-se péssimos candidatos na represertta¢@omplexo de espécies”
por codigos de barras. O sucesso WA barcoding para identificacdo de espécies de
Colletotrichumdepende de sequéncias de alta confiabilidade mitige ou do isolado, além
da selecédo do gene mais adequado para o estude@{@’2009).

Em suma, a correta identificacdo e caracterizagéoatiabilidade das espécies de
Colletotrichum patogénicas a uma determinada hospedeira, conmasm da banana, séo
fundamentais para o desenvolvimento de estratégas eficientes para o manejo integrado,
além de propiciar um melhor entendimento da epidemia da doenca.

Diante do exposto, a presente dissertacdo teve cobhjetivo caracterizar a
diversidade de isolados @& musaeoriundos de trés municipios do Estado de Pernambuco
baseada nas caracteristicas fisiologicas, morfoeudt patogénicas, bioquimicas e

moleculares.
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Caracterizacdo de isolados deéolletotrichum musae, agente causal da antracnose da

banana, no Estado de Pernambuco, Brasil

Paulo Cézar das Mercés Santos * Waléria Guerreiroima ¢ Ricardo Brainer Martins

Sami Jorge Michereff « Marcos Paz Saraiva Camai”

RESUMO A antracnose da banana, causada pelo f@gtetotrichum musaeé uma das
mais importantes doengas pos-colheita. Com a diadé de identificar o agente causal dessa
doenca e caracterizar a sua diversidade, 60 is®laivenientes de campos de producao de
banana de trés municipios do Estado de Pernambuam fcaracterizados quanto a taxa de
crescimento micelial didria em meio BDA, coloracémpografia, presenca de setores e de
microesclerédios, morfologia de conidios, atividaiesguimica, patogenicidade e molecular.
Os isolados, com base na morfologia e de acordoaamervalo de confian¢ca(= 0,05),
foram identificados com&. musagetendo a maioria, conidios retos, oblongos, coiesp
arredondados. Para a taxa de crescimento micéhidados valores variaram de 1,21 a 1,63
cm.dia’. Foram encontrados trés grupos marcantes de cétoraara as coldnias: branca,
creme e salmao, enquanto que a presenca de setoi@s de zero a oito por isolado. A
maioria dos isolados (53) metabolizou o tartarago aindnio como fonte exclusiva de
carbono, enquanto que para o acido citrico, todosalados, com exce¢do do CMM 3219,
nao foram capazes de metabolizar essa fonte denzarA caracterizacdo patogénica mostrou

diferencas significativas na area abaixo da cuevprdgresso da doenca (AACPD) em frutas

Paulo C. M. Santo{=]) « Waléria G. Lima » Sami J. Michereff « Marcos$.Camaralzd)

Area de Fitossanidade, Departamento de Agronomigetsidade Federal Rural de Pernambuco, 52171-900
Recife, Brasil;
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e-mail: pcmerces@bol.com.br

e-mail: mcamara@depa.ufrpe.br
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Departamento de Agronomia, Universidade Feder&lldgoas, 57309-005 Arapiraca, Brasil
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inoculadas com ferimento, indicando a existénciayatébilidade de agressividade entre os
isolados. O dendrograma gerado pela analise dpagento UPGMA com base no marcador
molecular ISSR-PCR revelou a formacdo de trés grugm isolados pelo coeficiente de
similaridade de Jaccard. A utilizacdo de marcad®B&R-PCR mostrou-se bastante atil no

estudo populacional de. musae

Palavras-chave Atividade bioquimica, Crescimento micelial, Doemc¢gds-colheita,

Morfologia conidial Musaspp., Patogenicidade

INTRODUCAO

A bananaNMusaspp.) € uma das frutas mais consumidas no Brasilmaundo, sendo
cultivada pela maioria dos paises tropicais. O iBeastualmente o quarto maior produtor,
respondendo por cerca de 14,0% da producdo muiaiaR009, produziu aproximadamente
6,8 milhdes de toneladas de cachos (IBGE, 2009;,FAQ1). A banana ocupa o segundo
lugar em volume de frutas produzidas e consumidaBrasil e a terceira posicdo em area
colhida (Gasparotto & Pereira, 2010)

Apesar do Brasil se sobressair como um grande poode consumidor, a
bananicultura nacional enfrenta sérios problemas fages de produgcdo e pos-colheita,
restrigindo a sua insercdo no mercado internaci(®ila & Cordeiro, 2000). E um dos
fatores limitantes e que acarretam perdas consigisrpara a cultura, a qualidade sanitaria da
fruta que é produzida é um dos que mais se destacam

Em relacdo as doencas, as podriddes poés-colhedisiooam perdas significativas,
podendo chegar a 60% (Lichtemberg, 1999). Dentigatslogias pds-colheita da banana, a

antracnose, cujo agente causal é relatado ddofletotrichum musaéBerk. & M.A. Curtis)
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Arx (sin.: Gloeosporium musarur@ooke & Massee) representa o mais grave problema em
todas as regides produtoras do mundo (Ventura & ,H2002; Cordeiro et al., 2005). A
doenca, geralmente, ocorre na fase de maturactietagnio o fungo infecta as frutas verdes,
no campo de producdo e as infec¢cdes permanecerscenies até o inicio do estadio de
maturacao da fruta (Cordeiro & Matos, 2005; Cowleiral., 2005).

A identificacdo e caracterizacado de espécie€aléetotrichumcausando antracnose,
tradicionalmente sdo baseadas em caracteres ngcmd) como tamanho e forma dos
conidios e dos apressorios, presenca de setaeéedmbrfo, além das caracteristicas culturais
e fisioldgicas, tais como coloracdo de colbniaatd& crescimento e textura (Smith & Black,
1990). Para superar os problemas taxondmicos as®sca esses métodos de identificacoes
tradicionais, técnicas moleculares, como reacad®@& Polymerase Chain Reactipre
analises de sequéncias de DNA séo utilizados, ctermamenta auxiliar no estudo do
“complexo de espécies” do génetolletotrichum(Sreenivasaprasad et al., 1996; Cannon et
al., 2000; Peres et al., 2002; Photita et al., 2005

Baseado em critérios morfolégicos de conidios eptessorios, crescimento micelial,
temperatura e pH, Lim et al. (2002) diferenciar@n musaeisolado de banana €.
gloeosporioides(Penz.) Penz. & Sacc. proveniente de lesdes dacaoke da pimenta.
Photita et al. (2005), trabalhando com isolado<Cd#etotrichumde diversas hospedeiras,
conseguiram diferenciar pela morfologia, fisiologta analise molecular com base na
sequéncia ITS1 e ITS2, isolados@egloeosporioideg C. musagporém esta Ultima espécie
foi posicionado perto dos clados @egloeosporioidgscom 97% de suporte pelos valores de
bootstrap

Apesar da importadncia como fitopatégeno da bananein doencas pdés-colheita,
existem relativamente poucos estudos morfologic@ereticos sobre a espé€le musae

(Freeman et al., 1997; Couto & Menezes, 2004, Liralge 2002; Photita et al., 2005; Abd-
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Elsalam et al., 2010). Dessa forma, o presentaltiatieve como objetivo identificar o agente
causal das lesbes de antracnose em frutas de ranarsmalisar a diversidade dos isolados
dessa espécie atraveés das caracteristicas modadodisiologicas, culturais, patogénicas e

moleculares.

MATERIAL E METODOS

Coleta e preservacéao dos isolados @»lletotrichum musae

Os isolados d€. musadgoram obtidos de frutas de bananeira cvs. PacevBrata,
coletadas em campos de producdo nos municipiosadmdia (Mata Norte Pernambucana),
Sao Vicenter Férrer e Machados (Agreste Pernamby¢Bigura 1).

Para o isolamento, as frutas em estadio de matureqdercial | foram colocadas
desinfestadas com NaClO 1,5% por trés minutos &k com ADE por dois minutos (duas
vezes consecutivas). Posteriormente, as frutasmfseecas com papel toalha e depositadas em
bandejas para que ocorresse o completo amadurdoimas condicbes de alta umidade,
visando obter a esporulacdo do fungo. O isolamdmé&to foi realizado tocando levemente
sobre a massa de esporos das lesbes, com umaaatsmda. Em seguida, a massa foi
plagueada em meio BDA (batata: 200 g, dextrosey, Zhar: 17 g, agua destilada: 1000 mL)
(Riker & Riker, 1936) suplementado com 50 pg/mLcllwidrato de tetraciclina. Visando
garantir a uniformidade genética necesséria a zegdlo dos experimentos, culturas
monospédricas foram obtidas conforme a metodologscrita por Ho & Ko (1997) com
modificacdes.

As culturas dos isolados estdo incorporadas nac@mlde Fungos Fitopatogénicos

“Professora Maria Menezes” — CMM, da Universidadedéral Rural de Pernambuco,
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localizada em Recife, Pernambuco, Brasil e condesveem agua destilada esterilizada

(Castellani, 1939).

Caracterizacao fisioldgica e cultural dos isolados

Para caraterizacao fisiologica e cultural foranizattlos os 60 isolados obtidos na
prospeccao (20 de cada area de coleta). A camatén fisiologica baseou-se no crescimento
micelial em meio de cultura. Discos de BDA (4 mm dié@metro) contendo estruturas
fungicas do fitopatégeno e com cinco dias de idadam transferidos das bordas da cultura
monospodrica para o centro de placas de Petri (9dendiametro) com o meio BDA
(Himedid®) (39 g.L™). Ap6s a repicagem, as placas foram mantidas &pddodo de 12 h, &
temperatura de 25 + 1 °C. A partir do primeiro &s a repicagem, com 0 uso de uma régua
milimetrada, foi realizada a mensuracao do diametédio das colbnias, em dois sentidos
perpendiculares, para o célculo da taxa de crestimmicelial diaria (TCMD) de cada
isolado. As avaliagbes foram realizadas até o &° gliando um dos isolados preencheu
totalmente a placa de Petri. O delineamento exeetiah utilizado foi inteiramente
casualizado com quatro repeticdes por isolado,cseada repeticdo constituida por uma
placa.

Ao final do experimento foi realizada a caracteyéza cultural em meio BDA
observando a coloragao das colonias e a cor dosredestas, conforme a carta de cores de
Saccardo (1894), além da topografia (comportameatorescimento micelial), da formacao
de setores (andlise visual e contagem do numeroseteres) e da producdo de

microesclerddios.

Caracterizacao morfologica
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Na andlise morfolégica, adotaram-se os procedimnsentdizados por Than et al.
(2008) com modificacdes, caracterizando o tamanlwfermato dos conidios. Para isso,
colénias monosporicas dos 60 isolados foram culéis@Em meio BDA (Himedf (39 g.I%)
por sete dias e incubadas sob temperatura de 2&+cbm fotoperiodo de 12 h. Em seguida,
quatro preparacdes microscopicas semipermanentesotado foram montadas e observadas
no microscopio oOptico Olympus BX41 Laboratory Micope (Olympus Corporation,
Tokyo, Kanb, JP) usando a objetiva de 40x. O microscopio fobpido em
microcomputador para o procedimento de capturaimagens pelo programa Honestech
TVR 2.5 (Honestech, Inc., Austin, TX, USA). Postemente, o comprimento (C) e largura
(L) de 100 conidios, por isolado, foram medidoBaaindo o software Motic Images Plus 2.0
(Motic China Group Co., Ltd, Xiamen, Fujian, CHNJom esses dois dados foi calculada a
relacdo comprimento/largura (C/L). A partir das gmas fotografadas, procedeu-se a
avaliacdo dos formatos de 100 conidios por isol@el@cordo com a descricdo de Sutton
(1980, 1992) e a escala proposta por Tozze Jug@d7), em que o formato 1 € reto,
fusiforme, com apices afilados; o formato 2 é retiolongo, com apices arredondados; o
formato 3 é reto, clavado, afilado em uma extrededa redondo na outra e o formato 4 é
reto, com constricdo. Os resultados foram transidos em porcentagens para cada formato

de conidios apresentado por isolado (Figura 2).

Caracterizacao bioquimica

A habilidade dos isolados em utilizar acido citreotartarato de aménio como fonte

de carbono foi avaliada em meio de cultura de acootn Lynch et al. (1981), Bridge (1985)

e Waller et al. (1993) com adaptacdes. Utilizowseeio C de Ayers et al. (1919) modificado
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(NH4H2PO;,: 1 g; KCI: 0,2 g; MgSQ@Q7H,0: 0,2 g; agua destilada: 1000 mL) e suplementado
com 17 g de agar. A cada combinacdo do meio C doadirico e meio C + tartarato de
amonio foi adicionado 10 g de cada reagente e 5@engirpura de bromocresol (Waller et
al., 1993; Bridge et al., 2008).

O pH dos meios foi ajustado para 6,5 antes dailesieéio. Para o teste, discos (4 mm
de diametro) de meio C (modificado e suplementamilo agar e purpura de bromocresol)
contendo estruturas fungicas do fitopatdgeno fotamsferidos das bordas da colénia com
sete dias de idade. As placas, apos repicagemm forantidas a temperatura de 25+ 1 °C e
fotoperiodo de 12 h. A avaliacdo do uso das foexetusiva de carbono foi realizada aos sete
dias apdés a instalacdo do experimento, visualizamdcrescimento micelial através da
mudanca de coloracdo do meio de cultura (da copupdr para a cor amarela). O
delineamento foi inteiramente casualizado com quegpeticbes, sendo que cada unidade
experimental foi constituida por uma placa com aont + tartarato de amoénio ou acido

citrico.

Caracterizacao patogénica

No teste de patogenicidade foram utilizadas fregabas da cv. Pacovan no estadio de
maturacdo comercial Il. As frutas foram, previareetdvadas com agua corrente e sabéo e,
posteriormente, imersas em solugdo de hipoclortosddio 1% por 3 min. Em seguida,
procedeu-se a lavagem em agua destilada esteailpad2 min e secagem com papel toalha.
Os in6culos foram obtidos pelo cultivo dos 60 idomonospdricos em meio BDA durante
sete dias a 27 £ 1 °C sob luz continua (Than e2@08). Os conidios foram removidos de

cada placa de Petri pela deposi¢cdo de 20 mL de dggtdada, com uma alca de Drigalski.
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Depois foram filtrados em camada dupla de gazeilesida, contados em hemacitémetro e
ajustados para a concentracéo dee$poros.mr* (Than et al., 2008).

As frutas foram depositadas em bandejas plastioemdias com papel toalha e
inoculadas com e sem ferimento em duas regideslistantes localizadas na superficie da
banana (proximas do pedunculo e do apice, respewtinte). Os ferimentos, com 3 mm de
profundidade, foram realizados com uma microagehtaril. Em seguida, foi depositada 30
puL de suspenséo de conidios sobre local do feran€éhimesmo procedimento foi realizado
no tratamento sem ferimento. Em relacéo ao trattreamtrole, neste depositou-se 30 pL de
agua destilada esterilizada sobre a superficigrdess. Apos a inoculacdo, as frutas foram
mantidas em sala de incubacédo a temperatura amlderiaboratorio (27 £ 2 °C) em regime
de fotoperiodo alternado de 12 horas, sendo previmmantidas em camara Uumida por 24
horas. As avaliacfes de severidade comecaram W@ 3Epos a inoculacdo, medindo-se as
lesGes, em dois sentidos diametralmente opostos,woa régua milimetrada. As leituras
extenderam-se até o 6° dia. Com os dados diaricederidade obteve-se a area abaixo da
curva de progresso da doenca (AACPD). O delineamerperimental foi inteiramente
casualizado com quatro repeticdbes para cada tratame a parcela experimental foi
representada por uma fruta inoculada em dois ppo#dsulando o didmetro médio diario da

leséo por fruta.

Extracdo do DNA de isolados d€. musae

A extracdo do DNA gendmico dos 60 isolados monaespsrfoi realizada de acordo
com o protocolo de Schafer & Wdstemeyer (1992) ficadio por Junghans et al. (1998). Os
isolados foram cultivados em meio BDA durante shées a temperatura de 25 £+ 1 °C e

fotoperiodo de 12 h. O precipitado foi ressuspemdith 50 pL de agua Milli-® (EMD
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196 Millipore™, Billerica, MA, USA) e adicionou-se 0,5 pg/mL d&lRse. A quantificacdo do
197 DNA foi feita em gel de agarose 0,8% corado comRSYyBold Nucleic Acid Gel Stain pela
198 comparacgdo visual com o marcador High DNA Madsadder, ambos produtos da
199 Invitrogen" (Paisley, RFW, SCT, UK) de concentracdo conhediddas as amostras foram
200 armazenadas a —20 °C.

201

202 Analises de ISSR-PCR

203

204 Os isolados foram caracterizados pela técnica 8RI8CR I[nter-Simple Sequence
205 Repeat Polymerase Chain Reacjiontilizando trésprimers GTG5 (5-GTG GTG GTG
206 GTG GTG-3'), GACA (5-GAC AGA CAG ACA GAC A-3) e 80 (5-GTG TGT GTG
207 TGT GTG TC-3") (Invitrogen). A reacdo contendo 100 ng de DNA foi realizada @5 pL
208 do tampéao 10x para PCR, 0,5 mM de Mg®l2 mM de cada um dos quatro dNTP, 0,5 uM
209 de cada um dos oligonucleotideos e 0,04 U de BhafiTaq DNA Polymerase High Fidelity
210 (Invitrogen"). A PCR foi realizada em termociclador com o pamga: desnaturacao inicial
211 95 °C por 5 min, 30 ciclos de 94 °C por 30 s, 48820) ou 52 °C (GTG5 e GACA) por 45 s,
212 72 °C por 2 min e uma extensao final de 72 °C panid. Os produtos da PCR foram
213 analisados em gel de agarose 1,5%, em tampao d-adetato EDTA (40 mM Tris-acetato, 1
214 mM EDTA) por meio de eletroforese a 100 V por 2 hisualizados em fotodocumentador
215 ap6bs coloracdo com SyBRGold Nucleic Acid Gel Stain. Os tamanhos dos fregtos
216 amplificados foram estimados por comparacdo comaaador molecular 1 Kb Plus DNA
217  Ladder (Invitrogen).

218

219 Analise dos dados ISSR-PCR

220
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As bandas formadas foram analisadas manualmend@dasconstruir uma matriz
binaria, onde 1 indica a presenca e 0 a auséndartia em determinado local da pista para
cada reacdo de ISSR-PCR dos diferentes isolad@s daeisae Com base no coeficiente de
similaridade de Jaccard (Jaccard, 1901) e usandméatise de agrupamento UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mégdai construido um dendrograma no
software NTSYSpt vers. 2.1 for Windows (Applied Biostatistics In€ort Jefferson, NY,

USA).

Analise dos dados

As analises dos dados foram conduzidas em duassetapcialmente, para cada
variavel verificou-se a adequabilidade dos residsopressuposicoes da distribuicdo normal.
Confirmando essa adequabilidade, procedeu-se @serdd variancia univariada que foi
utilizada para identificar grupos de isolados dentle cada variavel. Os valores de
crescimento micelial foram ajustados ao modeloedgesséao linear simples (y = a + b.x),
tendo tempo (em dias) como variavel independenteescimento micelial (em cm) como
variavel dependente. A TCMD (cm.diafoi estimada pelo parametrd™da equacdo de
regressdo. Em relacdo aos dados de morfometria oédi@s, para cada isolado,
primeiramente foi calculado o valor médio e o imdéw de confiancaR = 0,05). A taxa de
crescimento micelial diaria (TCMD), comprimentorgara e relagdo C/L dos conidios, area
abaixo da curva de progresso da doenca (AACPDijutiesfinoculadas com e sem ferimentos
foram submetidas a analise de variancia (ANOVA3 enadias comparadas por meio do teste
de agrupamento de Scott-Knott (Scott-Knott, 197)=( 0,05). Para este procedimento,
utilizou-se o programa estatistico Sisvar vers80(8niversidade Federal de Lavras, Lavras,

MG, BR). Adicionalmente, foi avaliada a correlagidre todas as variaveis pela analise de
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246 correlacdo de Pearson (Pearson, 1885F (0,05) utilizando o PROC CORR do programa
247  SAS version 8.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)

248

249 RESULTADOS

250

251 Caracterizacgao fisiologica e cultural

252

253 As meédias obtidas com crescimento micelial em rB&@\, alem das caracteristicas
254  culturais que foram analisados e agrupados estésayadas na Tabela 1. Os isolado€ de
255 musaediferiram quanto a taxa de crescimento miceliatidi(TCMD) obtidas no decorrer de
256 seis dias de avaliacdo, com a formacéo trés grpplusteste de Scott-KnotP (= 0,05) e
257 todos os isolados apresentaram crescimento mépésisua 1,0 cm.did Os isolados CMM
258 3122 e CMM 3231 foram o0s que tiveram as maioreastale crescimento micelial (1,63
259 cm.dial), enquanto que o isolado CMM 3194 foi 0 que apreseo menor valor (1,21
260 cm.dia)).

261 Na caracterizacdo cultural, para os 60 isoladosCdbetotrichum musaehouve
262 variacdo no que diz respeito a coloracdo das @s0Rioi possivel fazer a separacdo em trés
263 grupos de coloracdo que variou de branca a sakgims isolados apresentaram o centro de
264 cor branca, enquantos que outros demonstraramsaltnéio com nuances cinzas-escuras. Da
265 mesma forma, comportou-se o reverso da placa. Hpredominancia de micélio aéreo de
266 coloragdo salméo, com a presenca de massas deéosotédcor laranja, seguido de creme e
267 branca, que estiveram presentes em menor quantiidesdsolados. Os isolados CMM 3125,
268 CMM 3129, CMM 3148, CMM 3188, CMM 3199 destacaraenpor apresentar coloracéo
269 tipicamente creme e salmdo, porém, com o enveletonnatural das coldnias, estes

270 adquiriam em suas bordas a coloracdo cinza-es8ut@pografia da colonia foi geralmente
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aérea e, em poucos isolados, observou-se topogedfiaa exemplo, dos isolados CMM
3120, CMM 3127, CMM 3129 e CMM 3183.

As colbnias deC. musaedesenvolveram micélios em setores regulares, que
acompanharam o crescimento radial normal da col@itormacdo dos setores miceliais
apareceu em alguns isolados, independente da @realeta. Geralmente, foi observado um
anico setor por colénia (placa), enquanto que adsolados apresentaram mais de um por
placa, com valor maximo de oito setores formadosjacnos isolados CMM 3142 e CMM
3161. A presenca de microesclerédios foi obseremdal4 isolados (73,3%) e ndo houve a

formacdo de setas, em meio de cultura, para nergalado.

Caracterizacado morfolégica

Os dados referentes a caracterizacdo morfolégisacdaidios deC. musaeestao
apresentados na Figura 2 (formato) e Tabela 2 (tho)a respectivamente. Os conidios
apresentaram-se hialinos, sem a presenca de saptaxlulares, retos, obtusos nas
extremidades e alguns truncados na base, com peesin trés formas predominantes:
cilindricas, elipsoides e clavadas.

Tomando por base a classificacdo proposta por Tdéamer (2007), o formato de
conidios que mais se destacou foi o 2 (reto, olblan@pices arredondados) com 63,2% do
total de conidios, seguido pelo formato 3 (ret@vatio, afilado em uma extremidade e
redondo na outra) com 26,0% de frequéncia. Os fmsné (reto, com constricdo) e 1 (reto,
fusiforme, com apices afilados) apresentaram 9,4%, respectivamente.

Em relac@o a aplicagdo do intervalo de confiaca 0,05), para 0 comprimento 0s
valores médios variaram de 12,2 a 17,8, para largwariacdo foi de 3,8 a 6,1, enquanto que

a relagéo C/L foi de 2,4 a 4,5. Houve diferencaifitptiva entre as variaveis comprimento,
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largura e relacdo comprimento/largura de acordo ootaste de Scott-KnottP(= 0,05),

permitindo subdividir os isolados em nove, treazdoee grupos, respectivamente. Os limites
inferior e superior do comprimento dos conidiosafor9,3 e 30,2 um, enquanto que para a
largura, os valores foram 2,6 e 12,6 um e pardagde C/L, 1,1 e 7,5, com média geral (n =

6000) de 15,0 x 4,9 um e 3,1, para comprimentgutare relacdo C/L, respectivamente.

Caracterizacdo bioquimica

Os testes bioquimicos estdo indicados na Tabelan®dstraram que 53 isolados de
Colletotrichum foram capazes de utilizar completamente tartadgcamonio como fonte
exclusiva de carbono. A excecéo foram para osdssl&€MM 3183, CMM 3187, CMM 3194
(area 2) e CMM 3218 (area 3). Os isolados CMM 3134M 3163 e CMM 3226 para esta
combinacdo de meio mostraram resultado variavelréatdo a utilizacado de acido citrico,
todos os isolados, com excecdo do CMM 3219, quaetapaesultado variavel, ndo foram
capazes de metabolizar essa fonte exclusiva deraariou seja, ndo cresceram o suficiente
na combinacdo de meio para produzir qualquer maddegor, apesar do crescimento fraco

gue os isolados tiveram nessa combinacéao.

Caracterizacdo patogénica

Os resultados referentes ao teste de patogenicetadeutas de bananeira com e sem
ferimentos estédo representados na Tabela 2. T@s®lados (100%) foram patogénicos em
bananas quando inoculados com ferimento e 20 B®IEB,3%) ndo estabeleceram infecgao

guando inoculados sem ferimentos.
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As bananas inoculadas apresentaram sintomas tiggcastracnose apos incubacao a
27 + 2 °C, por seis dias. Esses sintomas foranesesécroéticas de coloracdo marrom-escura
que se tornaram deprimidas conforme a colonizag&eado, algumas de formato circulares
e outras que eram delimitadas pelas quinas da.dassteriormente, as lesdes eram tomadas
pelo sinal do fitopatégeno, com a formacdo de pemgmiepontuacdes (acérvulos) com a
presenca de massas de esporos de coloracdo alaraAm frutas que foram inoculadas
apenas com agua destilada esterilizada, utilizadasio tratamento controle, nao
apresentaram sintomas no decorrer da conducaopeoimento.

A AACPD néo foi estimada para aqueles 20 isolados mgo conseguiram causar
doenca no tratamento sem ferimentos. Para os deswmdéslos, a AACPD variou de 2,11
(CMM 3142) a 5,12 (CMM 3197) nas inoculacdes cormfento e 0,44 (CMM 3129) a 3,10
(CMM 3125) para as inoculagbes sem ferimento, amttio a existéncia de variacdo na
agressividade entre os isolados. De acordo conste tie Scott-KnottR = 0,05) houve
diferencas significativas entre os isolados, pénchit subdividi-los em 2 e 2 grupos para as
inoculacdes realizadas com e sem ferimentos, regpeente.

Foram constatadas correlacdes significatids=(0,05 eP = 0,01) entre algumas
variaveis analisadas (Tabela 3). O maior valor deetacdo positiva significativa foi
verificado entre o comprimento dos conidios e acé@& C/L P = 0,01;r = 0,63), enquanto
que a maior correlacdo significativa e negativaeftre a largura e relagdo C/L dos conidios
(P = 0,01;r = —0,69). As duas principais variaveis relacionadasamanho dos conidios
afetaram de maneira positiva e negativa, respectuage, a relacdo C/L. N&o houve
correlacdo evidente entre a relagdo C/L e a AACFD(IG —0,24). Esse fato também foi
observado por Sanders e Korsten (2003) em abacate,86) e manga € 0,29) inoculadas

comColletotrichum gloeosporioides
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Analise dos dados ISSR-PCR

O dendrograma construido pela analise de agrupantdGMA das bandas de DNA
de C. musagem combinacdo com os trpamers (GTG5, GACA e 820) e pelo marcador
molecular ISSR-PCR revelou a formacao de trés graleoisolados a 53,5% de similaridade
pelo coeficiente de Jaccard (Figura 3). O grupooil formado pelos provenientes de
Machados; o grupo Il, pelos isolados de Sao Vicéwteer, enquanto que o grupo Il foi
composto por aqueles obtidos de Vicéncia.

A maioria dos isolados do primeiro grupo apresel?8,0% de similaridade no
tamanho dos fragmentos amplificados e mais de 846%imilaridade com os isolados
CMM 3120 e CMM 3122 provenientes de Vicéncia. A onai dos isolados dos outros dois
grupos formados também mostraram 100,0% de siodldel no tamanho dos fragmentos.
Contrariamente, o isolado CMM 3136 procedente deéngia ficou distante dos outros
isolados deC. musageembora, a técnica, com a utilizacdo do marcadiecnlar ISSR-PCR,

permitiu agrupar por origem geografica os isolatespécie em estudo.

DISCUSSAO

Os resultados encontrados nesse trabalho parasalgolados, como CMM 3127,
CMM 3144, CMM 3146, CMM 3194, CMM 3202 e CMM 323& aproximam com as taxas
de crescimento micelial d€. musaeobtidas por Photita et al. (2005) trabalhando com
isolados dessa mesma espécie cultivados em meioaBiedperatura de 25 °C.

Coloracdo semelhante a relatada nesse trabalhm femaontrados por Zakaria et al.
(2009) e Abd-Elsalam et al. (2010), onde observaiamialmente que as colonias

apresentaram o0 micélio de cor branca, tornanddasangada com a idade. Photita et al.
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(2005) verificaram que em todos os isolados, o Imi@ereo foi ralo e de coloragcédo branca,
porém com abundante massa de conidios, o que caneor parte com este trabalho. Por sua
vez, Couto & Menezes (2004) detectaram a preseagaathdos com a coloracdo branca,
cinza-clara e cinza-escura, com reverso similariselados dé€. musageprovenientes de seis
municipios do Estado de Pernambuco.

Ryan et al. (2002) relatam que a formacdo de setemeMetarhizium anisopliae
(Metschn.) Sordik pode resultar em um crescimento micelial atigloofungo, causando
diversas alteracdes fisiologicas, como a baixa emhama producdo de esporos, além de
mudancas na capacidade de produzir enzimas e rnigats@cundarios. Roca-Magallanes et
al. (2004) trabalhando com o comple@tomerellaColletotrichumassociado a sementes de
algodéao verificaram que as culturas sempre mantirda mesmas caracteristicas fenotipicas
de formacao de setores, apesar das sucessivagiiacg]s para novos meios de cultura. No
presente trabalho, foi verificado esse efeito dm&géo de setores nas repicagens periodicas.

Segundo Tozze Junior & Massola Junior (2007), aqrea de microesclerodios €
uma ferramenta bastante util para classificacdespécies d€olletotrichumque produzem
esta estrutura, como € o casadeoccodegWallr.) S. Hughes, onde as colonias usualmente
sao cobertas por microesclerédios. A deteccdo aess#ura de sobrevivéncia, em meios de
cultura, € importante para o manejo de doencasadasgor espécies @mlletotrichum uma
vez que a observacan vitro sugere a ideia do comportamento de sobrevivénessag
espécies, como é o caso @elletotrichum graminicola(Ces.) G.W. Wilson. que pode
sobreviver como sapréfita, por até 18 meses, mahtiente na forma de microesclerddios
(Costa et al., 2003).

O comportamento variavel de determinadas caratitadsfisioldgicas e culturais de
uma mesma espécie @mlletotrichumpode ser explicada pela condicdo heterozigotica pa

um determinado carater das populagbes de bidtipescgnstituem essa espécie (Couto &
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Menezes, 2004). Esse comportamento é governadodpersos fatores que acabam
influenciando as caracteristicas fenotipicas daéasp de acordo com as condi¢cdes
ambientais de cultivo em que esta foi colocada,acomrmeio de cultura utilizado, a duracéo
do fotoperiodo, a umidade relativa do ar, a bigesende metabdlitos secundarios e o tempo
de incubacado. Para Pereira (2009), mesmo com arpadcdo desses fatores, o fitopatégeno
esta sujeito a intensa variabilidade governada tpot pressdo do meio ambiente quanto por
caracteristicas inerentes ao fitopatdgeno e oubtrttopimportante, é que algumas dessas
caracteristicas, muitas vezes sao subjetivas, spod@anto, dependentes da interpretacédo de
cada pesquisador.

Os formatos de conidios observados neste trabetim, predominancia de conidios
retos, cilindricos e com apices arrendondadosimaseimo, o0s valores encontrados para as
dimensdes médias de comprimento, largura e reldfdaliado aos valores dos intervalos de
confianca para estas trés variaveis, foram semiglha@os encontrados por outros autores para
a espécie€C. musag(Quimio, 1976; Sutton, 1980, 1992; Couto & MeneZi¥4; Photita et
al., 2005; Zakaria et al., 2009; Abd-Elsalam et2010).

As espécies d€olletotrichum quando cultivadas em meio de cultura, muitas sjeze
produzem formas intermediarias de conidios e vacansideravelmente o aspecto da colonia
(Sutton, 1992; Freeman et al.,, 1998; Cannon et 281Q0). Muitas das caracteristicas
morfolégicas das espécies do gén€mletotrichumsado extremamente plasticas e variaveis,
dependendo principalmente das condi¢fes culturaml@entais, que por sua vez, raramente
sao padronizadas (Sutton, 1992; Freeman et al8)199

De acordo com Waller et al. (1993) e Bridge e(2008), a alteragdo da cor no meio
de cultura indica que o isolado foi capaz de meizdnroa fonte de carbono decorrente da
oxidacdo de cada carboidrato ao seu respectivo.aegbse teste bioquimico € aplicado com

éxito emC. kahawaeWaller & Bridge, agente causal do CBDdffee Berry Diseaseem



420

421

422

423

424

425

426

427

428

429

430

431

432

433

434

435

436

437

438

439

440

441

442

443

444

75

bagas de cafeeiro, uma vez que detecta a incapedi#sta espécie em utilizar tanto tartarato
de amodnio quanto acido citrico como Unica fontecdeono, diferenciando-a de outras
espécies d€olletotrichumque atacam culturas perenes em paises tropicaseraplo da
mangueira, citros e do proprio cafeeiro (Derso &ll&a2003). Para Bridge et al. (2008),
essa incapacidade, provavelmente seja uma caiatiateespecifica da espécie kahawae
Waller et al. (1993) ainda relacionaram indiretateegssa incapacidade de metabolizac&o
com a patogenicidade e diretamente a uma reduchabiledade saprofitica.

Couto et al. (2002), trabalhando com inoculacbegamtas em diversas cultivares de
banana, observaram que os isoladosCdemusaeobtidos da cv. Pacovan apresentaram
comportamento diferenciado entre si quando inocdlada prépria cultivar e até nem
causaram doenca como foi observada na cv. Comgrata. semelhante foi observado no
presente trabalho, em inoculacdes com a cv. Pac@srerimentos realizados na casca da
banana podem ter facilitado a entrada do fitopatdgpromovendo o processo de infeccéo e
colonizacéo, ja que muitas doencas sao iniciadagést de ferimentos. Para aquelas frutas do
tratamento sem ferimentos, nas quais os isolados coéiseguiram causar infeccdes, a
auséncia de sintomas, entretanto, ndo significaoqéitopatdgeno nao iniciou o processo
infeccioso.

Nas doencas causadas por espécie€daletotrichum a infeccdo tem inicio com a
germinacdo do esporo e posterior formacado de a@presssobre as frutas verdes. Estes
aderem na superficie do hospedeiro, emitem hifasusiculares e penetram nos tecidos da
fruta (Prusky, 1996; Perfect et al., 1999). ApGgseaetracdo, ocorre a chamada colonizacéo
subcuticular intramural, como é o casoQenusadgPerfect et al., 1999). Em seguida, a hifa
cessa 0 crescimento, permanecendo quiescenteomgos| periodos. O desenvolvimento
necrotréfico dessas espécies ocorre somente qusadguando se inicia o0 processo de

maturacao e senescéncia das frutas (Prusky & lrjcQ67).
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Este € o primeiro estudo relatando a diversidadétga em populacdes € musae
associadas a antracnose da banaaalSSR-PCR. Essa técnica pode ser uma alternativa
viavel para estudos de variabilidade @e musaevisto que fungos desse género, quando
analisados em relacdo a morfologia, testes biogosne fisiologia sdo bastantes variaveis e
mostram-se bastantes influenciados pelas condm@ésentais, como os resultados obtidos
neste estudo. Medeiros et al. (2010) também usassan técnica para estudar a variabilidade
de isolados deColletotrichum provenientes de varios hospedeiros e os marcadS&R
foram eficientes em demonstrar a variabilidade dmdados em estudo, assim como
conseguiram diferenciar as espeédizsgloeosporioidesC. acutatumJ.H. Simmonds €.
sublineolaHenn. ex Sacc. & Trotter em seis grupos ja didoaeos pomprimers especificos
com elevado nivel de similaridade no tamanho dagnfientos amplificados para a maioria
dos isolados.

Esses resultados mostram que os isolado€.denusaepodem ser discriminados
quanto a sua origem geografica por apresentarenfasdade genética entre si, estando
correlacionados com a baixa taxa de disseminac&tap@atogeno a longas distancias, por
considerar-se que espécies pertencentes ao gé@eletotrichum sdo quase que
exclusivamente dispersos via respingos de chuvsteN®so, constata-se que ha baixo fluxo

génico entre esses isolados.
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673 FIGURA 2 - Distribuicdo da frequéncia de formatos de coniflode cada classe) dos 60 isolado€dbéetotrichum musaetilizados neste

estudo. Observacao em 100 conidios/isolado.
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687 TABELA 1 — Taxa de crescimento micelial diaria (TCMD) e ctadsticas culturais (coloracao da col6nia, coral@rso da placa, topografia,
688 formacdo de setores e de microesclerodios) dedissldeColletotrichum musaebtidos de banana com sintomas de antracnoseverpeates

689 de trés municipios do Estado de Pernambuco, Brasil.

690
Isolado LC? TCMD (cmidia)™ Cor da colénid® Cor do reverso da Topografia Setor Microesclerédios
BDA colonia’®

CMM 3120 VIC 1,44 a Branca Branca Rala 1 P
CMM 3122 VIC 1,63 a Creme Creme Aérea 0 A
CMM 3125 VIC 1,37b Creme Creme Aérea 0 P
CMM 3126 VIC 1,36 b Branca Branca Aérea 0 A
CMM 3127 VIC 1,26 c Creme Salméo Rala 0 A
CMM 3129 VIC 1,48 a Salméo a Cinza Salméo a Cinza alaR 0 A
CMM 3132 VIC 151 a Salméo Salmé&o-clara Aérea 0 P
CMM 3133 VIC 1,62 a Salméo a Branca Salméo Aérea 3 P
CMM 3135 VIC 1,49 a Branca Creme Aérea 5 P
CMM 3136 VIC 1,53 a Salméo Salméo Aérea 0 A
CMM 3140 VIC 1,61la Salméo Salméo Aérea 0 P
CMM 3142 VIC 1,36 b Salméo Salméo Aérea 8 P
CMM 3144 VIC 1,26 ¢c Branca Creme Aérea 2 A
CMM 3146 VIC 1,22 ¢ Branca Creme Aérea 0 A
CMM 3148 VIC 1,45a Salméo Salméo Aérea 1 A



CMM 3152
CMM 3153
CMM 3155
CMM 3156
CMM 3157
CMM 3158
CMM 3161
CMM 3162
CMM 3163
CMM 3165
CMM 3168
CMM 3175
CMM 3177
CMM 3179
CMM 3180
CMM 3183
CMM 3187
CMM 3188
CMM 3189
CMM 3191
CMM 3194

VIC
VIC
VIC
VIC
VIC
SVF
SVF
SVF
SVF
SVF
SVF
SVF
SVF
SVF
SVF
SVF
SVF
SVF
SVF
SVF
SVF

1,45a
1,47 a
1,46 a
1,34 Db
1,58 a
1,58 a
1,54 a
1,35b
1,57 a
1,53 a
1,59a
141b
1,53 a
161a
1,30 c
1,60 a
1,48 a
1,49 a
1,55a
1,45a
121 c

Salméo
Salméo
Salméo
Branca
Salméo
Salméo
Salméo
Creme a Branca
Creme a Salméao
Creme a Salméao
Salméo
Salméo
Salméo
Salméo
Creme a Branca
Branca
Salméo
Salméo
Branca
Salméo

Branca

Creme
Creme
Creme
Creme
Salméo
Creme
Salméo
Salméo
Salméo
Creme
Creme a Salmao
Creme a Salmao
Creme a Salméao

Creme a Salméo

Creme a Salméao

Creme
Creme a Salméao
Salméo
Creme
Salméo

Salmao

Aérea
Aérea
Aérea
Aérea
Aérea
Aérea
Aérea
Aérea
Aérea
Aérea
Aérea
Aérea
Aérea
Aérea

éreaA

Rala
Aérea
Aérea
Aérea
Aérea

Aérea

w O © © o o o
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CMM 3196
CMM 3197
CMM 3199
CMM 3200
CMM 3202
CMM 3204
CMM 3208
CMM 3209
CMM 3211
CMM 3213
CMM 3215
CMM 3218
CMM 3219
CMM 3220
CMM 3223
CMM 3224
CMM 3225
CMM 3226
CMM 3228
CMM 3231
CMM 3232

SVF
SVF
SVF
SVF
MAC
MAC
MAC
MAC
MAC
MAC
MAC
MAC
MAC
MAC
MAC
MAC
MAC
MAC
MAC
MAC
MAC

1,47 a
1,53 a
1,48 a
1,40 b
1,23 c
1,39b
1,59a
1,59a
1,42 Db
1,57 a
1,40 Db
1,56 a
1,52 a
1,55a
1,45a
1,39b
1,48 a
1,59 a
1,52 a
1,63 a
1,55a

Salméo
Salméo
Salméo
Branca
Salméo
Salméo
Salméo
Salméo
Salméo
Salméo
Salméao
Creme a Salméao
Creme a Salméao
Branca a Salméo
Creme
Salméao
Salméo
Salméo
Salméo
Salméo

Salméao

Creme
Creme a Salméao
Salméo
Creme
Salméo
Creme a Salmao
Creme a Salmao
Salméo
Salméo a Creme
Creme a Salméao

Creme a Salméao

Creme a Salméao

Creme a Salméo

Aérea
Aérea
Aérea
Aérea
Aérea
Aérea
Aérea
Aérea
Aérea
Aérea

Aérea

éredd

éred

Creme a Salmao Aérea

Creme a Salmao
Creme a Salmao
Salméo
Salméo
Creme a Salmao
Salméo

Creme a Salméao

Aérea

Aérea
Aérea
Aérea

Aérea
Aérea

Aérea
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697
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700
701
702
703
704
705
706
707
708
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CMM 3234 MAC 1,55a Branca a Salméao Creme a Salmao Aérea 4 P
CMM 3235 MAC 1,26 c Branca Creme Aérea 6 P
CMM 3238 MAC 151a Creme a Salmao Creme a Salméo éredd 0 A

'LC: Local de coleta — VIC: Vicéncia (PE); SVF: Sdiwente Férrer (PE); MAC: Machados (PE).

“Taxa de crescimento micelial diaria dos isoladdisnasla com os dados de leitura de seis dias em Bi2focultivados a 25 + 1 °C e fotoperiodo de 12 h.

3Descricéo baseada na carta de cores de Saccafi) El8bservada nas quatro repeticbes aos seiapasa repicagem. Os isolados foram cultivadomein BDA, a 25 +
1 °C e fotoperiodo de 12 h.

“Quantidade total de setores presentes nas quptticies.

°A = Ausente; P = Presente.

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna na&cedif entre si pelo teste de Scott-KnBtt=(0,05).
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711 TABELA 2 — Caracteristicas morfolégicas (comprimento, larguralacdo comprimento/largura) de isolado£dbetotrichum musaebtidos
712 de banana com sintomas de antracnose, area atmisurvh do progresso de doenca (AACPD) em fruta$acovan inoculadas com e sem

713 ferimentos e teste bioquimico de utilizacdo dedsmte carbono.

714
Comprimento Largura 2 AACPD* Teste bioquimico®
Isolado Ny L Relagao C/L™* Com Sem Tartarato de o
(Hm)™ (Hm)™ _ . o Acido citrico
Ferimento Ferimento amonio

CMM 3120 15,26 d 3,78 n 4,07 c 297b 0 + -
CMM 3122 16,05 c 521e 3,11 h 3,25 b 0 + -
CMM 3125 13,759 4,77 h 2911 4,28 a 3,10a + -
CMM 3126 12,89 h 4,55 | 2,861 2,71 b 0 + -
CMM 3127 16,18 c 512 f 3,20 g 4,02 a 1,27 b + -
CMM 3129 16,35 b 5,84 Db 2,85 2,87Db 0,44 b + -
CMM 3132 15,24 d 536e 2,86 i 4,03 a 0 Y -
CMM 3133 13,98 f 570c 2,49d 4,32 a 0,67 b + -
CMM 3135 14,88 e 5,78b 2,59 | 3,14 b 0 + -
CMM 3136 13,60 g 4,77 h 2,87 4,36 a 2,08 a + -
CMM 3140 16,59 b 573c 2,95 3,60b 0,73 b + -
CMM 3142 16,97 b 6,03 a 2,85i 2,11b 1,61la + -
CMM 3144 15,05d 538 e 2,821 3,16 b 0 + -

CMM 3146 14,21 f 53le 2,69 j 3,03Db 0,85Db + —



CMM 3148
CMM 3152
CMM 3153
CMM 3155
CMM 3156
CMM 3157
CMM 3158
CMM 3161
CMM 3162
CMM 3163
CMM 3165
CMM 3168
CMM 3175
CMM 3177
CMM 3179
CMM 3180
CMM 3183
CMM 3187
CMM 3188
CMM 3189
CMM 3191

12,37 i
16,38 b
17,64 a
13,96 f
14,74 e
15,72 c
16,02 c
15,43 d
16,64 b
13,13 g
13,22 c
17,80 a
13,49 ¢
13,98 f
15,66 c
16,14 c
17,52 b
16,20 c
14,48 e
13,98 f
12,16 i

4,42 |
527 e
3,95 m
4,64 i
4,98 f
585hb
5,49 d
4,14 |
4,68 i
4,80 h
4,65 i
5,52 d
4,73 h
4,99 f
4,96 f
4,67 i
4,63 i
4,69 i
4,63 i
4,16 |
516 f

2,82 i
3,16 g
4,51 a
3,02 h
2,99 h
2,72 j
2,95
3,78d
3,59e€
2,75
2,861
3,25¢
2,88 i
2,82 i
3,20 ¢
3,50 e
3,83d
3,49 e
3,20 g
3,40 f
2,37 m

3,54Db
3,06 b
3,28 b
3,56 b
4,16 a
4,72 a
3,65b
3,42 b
311 b
3,54Db
3,54b
4,02 a
4,66 a
3,94 a
4,24 a
3,29 b
251b
3,30 b
3,44 b
281b
2,99b

1,20 b

251a
201la
0,62 b
1,74 a
0,80 b

0,77 b
0,78 b
1,23 b
1,24 Db
2,31la
0,88 b

1,98 a
2,49 a
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CMM 3194
CMM 3196
CMM 3197
CMM 3199
CMM 3200
CMM 3202
CMM 3204
CMM 3208
CMM 3209
CMM 3211
CMM 3213
CMM 3215
CMM 3218
CMM 3219
CMM 3220
CMM 3223
CMM 3224
CMM 3225
CMM 3226
CMM 3228
CMM 3231

16,81 b
13,57 g
13,70 g
15,13 d
15,27d
14,68 e
15,13 d
1481 e
14,34 f
14,79 e
14,69 e
17,55 a
14,82 e
16,12 c
13,409
16,67 b
16,76 b
16,15 ¢
15,15d
15,72 c
15,90 c

4,30 |
5,06 f
514 f
4,69 i
4,56 |
4,04 m
4,79 h
4,879
5,04 f
4,55 |
5,03 f
4,14 |
522 e
49249
5,00 f
5,06 f
4,27 |
5,38 e
524 e
4,93 g
4,66 i

3,96 ¢
2,69 ]
2,69 ]
3,24 ¢
3,36 f
3,70d
3,23 ¢
3,07 h
2,88 i

3,319
2,951
4,27 b
2,86 i
3,31¢g
2,71

3,35f
3,97 c
3,08 h
2,95 i
3,24 ¢
3,44 f

3,09b
3,77 b
512 a
3,43 b
4,14 a
3,32 b
3,96 a
4,36 a
4,14 a
3,03b
4,87 a
281b
3,97 a
3,27 b
4,46 a
3,46 b
3,58b
5,06 a
4,20 a
2,69b
4,22 a

125D
1,21b

2,97 a
1,03 b
1,37b
1,03 b
2,06 a

0,83 b
0,79 b
193 a
1,04 b
1,89a
0,66 b
1,00 b
2,30 a
1,77 a

94



95

CMM 3232 13,56 g 4,69 i 2911 3,70 b 0 + —
CMM 3234 14,21 f 6,05a 2,39 m 3,13 b 0,78 b + -
CMM 3235 13,159 4,56 | 2911 3,58 b 0 + -
CMM 3238 12,93 h 4,68 i 2,78 ] 4,65 a 1,74 a + -

715 'Média de 100 conidios produzidos em meio BDA, &bs dias de cultivo a 25 + 1 °C e 12 h de fotopkrio
716 Média de 100 valores de relagdo C/L, calculada giglaZo do comprimento pela largura de cada isolad
717 *Experimento observado aos sete dias. + = capadeet suficientemente no meio mudando a colordeamirpura para amarelo (alteracéo do pH); — =pexae crescer
718 suficientemente no meio (crescimento fraco) e mdmpve qualquer mudanca de cor; v = resultado valia

719 *Médias seguidas pela mesma letra na coluna nécedif entre si pelo teste de Scott-KnBtt=(0,05).
720

721

722 TABELA 3 — Matriz de correlacdo entre comprimento, larguralacdo C/L dos conidios, taxa de crescimento rmaicéiaria (TCMD), area
723 abaixo da curva de progresso da doenca (AACPDjutiesfinoculadas com e sem ferimento, respectiveananalisadas para os 60 isolados de
724  Colletotrichum musaebtidos de banana com sintomas de antracnosevenpeates de trés municipios do Estado de PernamBuasil.

725

Variavel Comprimento Largura Relacdo C/L TCMD AACEDB
Largura 0,0%°

Relagéo C/L 0,63** —0,69**
TCMD -0,03° 0,19** —0,17**

AACPD CF —-0,20** 0,11* —0,24** 0,14*

AACPD SF ns ns ns ns 0,37*

726  *Significativo ao nivel de 5% de probabilidad®< 0,05). **Significativo ao nivel de 1% de problidade P = 0,01)."NZo significativo.
727
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Baseado nos resultados obtidos pode-se concluir que

1 — O agente causal da antracnose da ba@atiefotrichum musaeesta presente nos campos

de producéo dos trés municipios pesquisados dddd@aPernambuco;

2 — Existe variabilidade entre os isoladosGlemusaeno que diz respeito as caracteristicas
fisiol6gicas, culturais, morfoldgicas, bioquimicpatogénicas e genotipicas;

3 — Isolados d€. musaeprovenientes de uma mesma area de producao temcEmmais

préximos geneticamente;

4 — Constatou-se baixo fluxo génico entre os timdadas diferentes areas amostradas (0

isolamento geografico levou a formacao de subpgpekcom baixo fluxo génico);

5 — Este é o primeiro estudo envolvendo testesulnoiqos (tartarato de amoénio e acido
citrico) com o agente causal da antracnose da hanan

6 — As variaveis coloracdo da colbnia, morfologia cbnidios e patogenicidade sé&o

ferramentas vantajosas na identificacéo da vaidgaloié entre os isolados @e musae





