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RESUMO

Tozze Janior, H.J.; Firmino, A.C.; Fischer, I.H.; Furtado, E.L.; Massola Junior, N.S. Caracterizagao da agressividade ¢ atividade enzimatica de
isolados de Colletotrichum spp. associados a antracnose do abacate. Summa Phytopathologica, v.42,1n.3, p.264-267, 2016.

A antracnose ¢ a principal doenga pds-colheita do abacate. O presente
trabalho teve como objetivos caracterizar a agressividade e a atividade
enzimatica de 30 isolados de Colletotrichum spp. de abacate. Abacates ‘Fuerte’
foram inoculados com disco de BDA contendo estruturas de cada isolado e
apos sete dias mensuraram-se os didmetros das lesdes. Dois grupos de isolados
foram distinguidos quanto a agressividade pelo teste de teste de Scott-Knott
(p=0,05), um com lesdes entre 34,0 e 38,2 mm e outro com lesdes entre 38,7
e 44,0 mm de didmetro. Para caracteriza¢do enzimatica, avaliaram-se as
areas dos halos formados em substratos especificos para detecgdo de amilase,
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celulase, lacase, lipase, pectato liase e protease e a atividade da enzima
catalase. Os isolados ndo produziram amilase suficiente para formagdo de
halo em meio de cultura. Todos os isolados produziram catalase, pectato liase
e protease, enquanto 46% produziram lacase e 97% tiveram as atividades da
celulase e lipase detectadas. Distinguiram-se dois grupos de isolados para as
enzimas catalase e pectato liase, cinco grupos para a celulase, seis grupos para
a lacase e sete grupos para as enzimas lipase e protease, pelo teste de teste de
Scott-Knott (p=0,05). Nao houve relagdo entre as atividades enzimaticas ¢ a
agressividade dos isolados.

ABSTRACT

Tozze Junior, H.J.; Firmino, A.C.; Fischer, I.H.; Furtado, E.L.; Massola Junior, N.S. Characterization of aggressiveness and enzyme activity of Colletotrichum
spp. isolates associated with anthracnose in avocado. Summa Phytopathologica, v.42, 1.3, p.264-267, 2016.

Anthracnose is the main post-harvest disease affecting avocado. This
study aimed to characterize the aggressiveness and the enzyme activity of
30 isolates of Colletotrichum spp. from avocado. Avocados ‘Fuerte’ were
inoculated with PDA disc containing structures from each isolate and after
seven days the diameter of lesions was measured. Two groups of isolates
were distinguished according to their aggressiveness based on Scott-Knott
test (p=0.05), the first one showed lesions between 34.0 and 38.2 mm and
the second one showed lesions between 38.7 and 44.0 mm in diameter.
Enzymatic characterization consisted in evaluating the areas of halos formed
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on specific substrates for detection of amylase, cellulase, laccase, lipase,
pectate lyase and protease, as well as catalase enzyme activity. Isolates did
not produce amylase sufficient for halo formation on culture medium. All
isolates produced catalase, pectate lyase and protease, while 46% produced
laccase and 97% had cellulase and lipase activity detected. Two groups
of isolates were distinguished for the enzymes catalase and pectate lyase,
five groups for cellulase, six groups for laccase, and seven groups for the
enzymes lipase and protease, according to Scott-Knott test (p=0.05). There was
no relationship between enzyme activities and aggressiveness of the isolates.

A antracnose, causada por diferentes espécies de Colletotrichum
(9), ¢ a doenga pods-colheita mais frequente do abacate no Brasil.
Levantamentos da incidéncia de podriddes em abacates oriundos do
Estado de Sdo Paulo detectaram, em média, 45,7% de abacates ‘Fuerte’
¢ 68,7% de abacates ‘Hass’ com antracnose (2). Apesar da importancia
dessa doenga no pais, poucos trabalhos tém sido realizados com intuito
de caracterizar seus agentes causais. Dessa forma, existe a necessidade
da realizacdo de estudos que demonstrem a variabilidade do patdgeno,
fornecendo subsidios para o desenvolvimento de medidas eficazes de
controle da doenga.

Este trabalho objetivou caracterizar a agressividade e a atividade
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enzimatica de 30 isolados monospdricos de Colletotrichum spp., obtidos
de abacates coletados em diferentes municipios do Estado de Sao Paulo.

Para caracterizagdo da agressividade, abacates do cultivar Fuerte,
previamente desinfestados com alcool (70%) e hipoclorito de sodio
(0,5%) tiveram um disco da epiderme retirado com furador de 6 mm
esterilizado, o qual foi substituido por um disco de meio BDA contendo
estruturas do isolado, proveniente da periferia da colonia, cultivada
por cinco dias, sob luz continua, a 25+1 °C. Frutos inoculados apenas
com discos de meio BDA, sem estruturas do fungo, foram utilizados
como testemunhas. Os frutos inoculados foram incubados no escuro
a 25+1°C por sete dias, sendo mantidos nas primeiras 24 horas em
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camaras Umidas, constituidas por bandejas plasticas fechadas com
plastico polietileno, contendo papéis de filtro umedecidos com agua
destilada esterilizada. A avaliagdo do experimento foi realizada sete
dias apods a inoculagdo, por meio da mensuragdo de dois didmetros
perpendiculares de cada lesdo com auxilio de paquimetro.

Para a caracterizagdo enzimatica foram utilizados discos com 5 mm
de didmetro de BDA Acumedia® contendo estruturas do fungo, obtidos
de colonias cultivadas por cinco dias no escuro, a 25+1°C. Adotou-se os
protocolos citados por Firmino (1) para as enzimas amilase, celulase,
lacase, lipase, pectato liase e protease. Para cada enzima foi obtida
a area do halo de degradagdo dos substratos, de acordo com Pereira
(6). A atividade da catalase foi determinada aplicando-se 10 mL de

H,O, (10%) em placas contendo coldnias cultivadas por 5 dias em
meio BDA, a 25+1°C, sob fotoperiodo de 12 h. Apds 30 segundos,
a intensidade da reag@o catalitica foi avaliada, atribuindo-se notas (0
= auséncia de atividade catalitica, 1 = baixa atividade catalitica e 2 =
alta atividade catalitica).

Os experimentos foram conduzidos em delineamento experimental
inteiramente casualizado, com quatro repeti¢des, cuja parcela
experimental foi representada por um fruto inoculado com um isolado
ou por uma placa de Petri com meio de cultura para detecgdo de uma
enzima contendo um isolado. Os dados foram submetidos a analise de
variancia e as médias comparadas entre si pelo teste de Scott-Knott
(p=0,05).

Tabela 1. Identificagdo, origem e atividade enzimatica “in vitro” de isolados de Colletotrichum spp. obtidos de abacates.

Atividade Enzimas - Area do halo de degradaciio (cm?)
Isolado Cultivar de origem Municipio de origem .
daCatalase’  Cepylase  Lacase  Lipase  Pectato liase Protease

AV-01 Winslowson Itapetininga 1 14,0 a 0,0 f 83b 7.7 a 6,4¢
AV-02 Collinson Itapetininga 1 1,1¢ 0,0 f 40¢ 51b 54f
AV-03 Hass Olimpia 1 11,7¢ 11,1d 69c 48b 33g
AV-04 Fuerte Piracicaba 1 12,3b 8,5¢ 5,0d 7.1a 9,7¢
AV-05 Fuerte Bauru 1 13,0b 13,8¢ 4,6d 7.8 a 34¢
AV-06 Hass Bauru 1 133b 0,0 f 2,1f 6,9 a 8,0d
AV-07 Hass Limeira 1 113¢ 0,0f 62¢c 47b 8,1d
AV-08 Collinson Piracicaba 1 14,1a 0,0 f 41¢ 7,6a 6,8¢
AV-09 Hass Olimpia 2 13,6a 0,0 f 63 ¢ 6,0a 51fF
AV-10 Hass Bernardino de Campos 1 13,0b 0,0 f 34e 72a 6,5¢
AV-11 Hass Bauru 2 144a 0,0 f 42¢ 6,9a 133a
AV-12 Hass Limeira 1 12,6 b 14,8 b 83D 32b 43¢
AV-13 Hass Bernardino de Campos 1 145a 159b 42¢ 3,0b 41g
AV-14 Fuerte Bauru 1 11,5¢ 0,0 f 32¢ 73 a 82d
AV-15 Hass Dois Corregos 1 10,8 ¢ 0,0 f 53d 5,5a 8,1d
AV-16 Quintal Itapetininga 1 12,6 b 133¢ 3,7¢ 6,5a 5,5f
AV-17 Fuerte Piracicaba 1 10,5¢ 132¢ 57¢ 74a 55¢f
AV-18 Simmonds Piracicaba 1 11,7¢ 15,0 b 95a 3,1b 41¢g
AV-19 Hass Olimpia 1 8,0d 17,1 a 57¢ 3,1b 73d
AV-20 Hass Jardinopolis 1 119¢ 0,0 f 2,5f 3,1b 41¢g
AV-21 Hass Dois Corregos 1 13,0b 0,0 f 8,6b 59a 6,8¢
AV-22 Hass Bernardino de Campos 1 13,3b 13,8 ¢ 43¢ 29b 50f
AV-23 Hass Limeira 1 13,6a 13,6 ¢ 6,1¢c 58a 6,0e
AV-24 Hass Bernardino de Campos 1 10,6 ¢ 15,6 b 7,0¢c 3,7b 8,5d
AV-25 Hass Bernardino de Campos 1 8,5d 0,0 f 95a 7.2a 52f
AV-26 Hass Dois Corregos 1 13,7 a 0,0 f 8,1b 33b 51€
AV-27 Hass Jardinopolis 1 0,0e 0,0 f 0,0g 55a 9,1c
AV-28 Hass Olimpia 1 10,9 ¢ 0,0 f 77b 40b 10,9b
AV-29 Quintal Itapetininga 1 112¢ 18,1a 63¢ 7,7 a 49 f
AV-30 Hass Jardinopolis 1 10,8 ¢ 18,8 a 9,0a 3,0b 35g

Coeficiente de Variagdo (%): 6,5 21,2 13,4 26,9 11,63

! Atividade enzimatica: (1) baixa atividade catalitica, (2) alta atividade catalitica. > Médias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem entre si pelo teste

de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 1. Diametro médio de lesdes promovidas por isolados de Colletotrichum spp. em abacate ‘Fuerte’ apos sete dias da inoculag@o (médias
seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade).

Todos os isolados promoveram sintomas tipicos da antracnose. Nos
frutos utilizados como testemunha ndo ocorreram sintomas da doenga.
Houve baixa variabilidade na severidade da antracnose, com a distingao
de dois grupos de isolados pelo teste de Scott-Knott (Figura 1). O
primeiro grupo de isolados (AV-03, AV-04, AV-06, AV-07, AV-11, AV-
12, AV-13, AV-14, AV-16, AV-17, AV-18, AV-19, AV-22, AV-24, AV-25,
AV-27) causou lesdes com diametro médio entre 34,0 mm e 38,2 mm,
enquanto o segundo grupo de isolados (AV-01, AV-02, AV-05, AV-08,
AV-09, AV-10, AV-15, AV-20, AV-21, AV-23, AV-26, AV-28, AV-29,
AV-30) promoveu lesdes entre 38,7 ¢ 44,0 mm de diametro médio.
Sanders & Korsten (8) constataram maior variabilidade na agressividade
entre isolados de C. gloeosporioides obtidos de abacates procedentes
da Africa do Sul. Esses autores puderam distinguir 207 isolados em
oito grupos, com lesdes variando entre 5 ¢ 44 mm de didmetro, apds
cinco dias da inoculagdo de discos contendo estruturas de cada isolado
em abacates ‘Fuerte’.

Isolados do municipio de Dois Corregos (AV-15, AV-21, AV-26)
agruparam com os isolados mais agressivos. Para os demais municipios
amostrados foram constados isolados pertencentes a grupos distintos
de agressividade. Em relag@o ao cultivar de origem, os isolados obtidos
de Winslowson (AV-01) e Collinson (AV-02, AV-08) agruparam com
os isolados mais agressivos enquanto o isolado obtido de Simmonds
(AV-18) agrupou com os isolados menos agressivos. Para os cultivares
Fuerte, Hass e Quintal foram verificados isolados pertencentes aos dois
grupos de agressividade.

Nos testes enzimaticos nao houve formagao de halos de degradagao
no substrato especifico para deteccdo de amilase para nenhum dos
isolados, entretanto, todos os isolados cresceram nesse substrato que
contém amido como tnico carboidrato. Por sua vez, as atividades das
enzimas catalase, celulase, lacase, lipase, pectato liase e protease foram
observadas e demonstraram a ocorréncia de variabilidade entre isolados,
inclusive entre os procedentes de um mesmo cultivar ou municipio de
origem, que puderam ser separados em diferentes grupos por meio do
teste de Scott-Knott (Tabela 1).

A catalase foi produzida por todos os isolados, porém, a alta
atividade catalitica ocorreu apenas para os isolados AV-09 e AV-11,
obtidos do cultivar Hass e procedentes dos municipios de Olimpia e
Bauru, respectivamente (Tabela 1). Goodwin et al. (3) analisaram a
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expressao da catalase para C. gloeosporioides var. malvae, de acordo
com esses autores, essa enzima atuaria durante a fase necrotrofica do
fungo, evitando danos causados pelo peroxido de hidrogénio originario
de células degeneradas do hospedeiro.

As atividades celulolitica e lipolitica foram constatadas para todos
os isolados, com excegdo de AV-27, obtido do cultivar Hass e procedente
de Jardindpolis. Considerando a atividade da celulase, os isolados foram
diferenciados em cinco grupos distintos, enquanto a atividade da lipase
permitiu reunir os isolados em sete grupos distintos. Durante a infec¢ao
e colonizagdo, essas enzimas podem atuar degradando a celulose e os
fosfolipidios que compde a parede celular e a membrana plasmatica
da célula hospedeira, respectivamente.

A atividade da lacase foi detectada para 14 isolados (AV-03, AV-04,
AV-05,AV-12, AV-13, AV-16, AV-17, AV-18, AV-19, AV-22, AV-23, AV-
24, AV-29, AV-30), com a distingdo de seis grupos. Existem indicios do
envolvimento da lacase na ativagao de infecgdes quiescentes promovidas
por C. gloeosporioides em abacate durante o amadurecimento dos
frutos além da ag@o dessas enzimas na desintoxica¢do de compostos
antifiingicos e taninos presentes no hospedeiro (4).

Todos os isolados produziram pectato liase, sendo classificados
em dois grupos. Yakoby et al. (10) observaram que isolados de C.
gloeosporioides mutantes deficientes na produgdo de pectato liase,
promoveram lesdes menores em abacates e induziram uma atividade
de fenilalanina amoénia liase e do composto antifungico dieno
significativamente maior no hospedeiro, quando comparados com
isolados capazes de produzir essa enzima.

A atividade proteolitica também foi detectada em todos os isolados,
os quais foram separados em sete grupos. Redman & Rodriguez (7)
sugerem que a atividade da protease extracelular é necessaria para
a viruléncia ¢ patogenicidade de C. coccodes e que a eliminagao da
atividade dessa enzima transforma um patégeno virulento em um
endofito ndo patogénico.

Isolados deficientes na produgdo de algumas enzimas em condigdes
artificiais causaram antracnose em abacates, a exemplo do isolado AV-
27, que ndo apresentou atividade in vitro das enzimas celulase, lacase e
lipase. Verificou-se baixa correlagao entre as atividades enzimaticas in
vitro ¢ a agressividade dos isolados, com coeficientes de correlagdo de
Pearson de 0,17 para celulase, -0,36 para lacase, 0,04 para lipase, 0,14
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para pectato liase e 0,06 para protease. Esse fato pode estar relacionado
a influéncia do hospedeiro sobre a producdo ou atividade das enzimas
do patdgeno. Conforme citado por Kramer-Haimovich et al. (5), durante
o amadurecimento do fruto o pericarpo tem o seu pH aumentado de
5,2 para 6,1 e o patdgeno contribui para a alcalinizagdo do meio, por
meio da indu¢do do acumulo de amdnia nos tecidos do hospedeiro,
o que ajuda a criar o ambiente alcalino necessario para a ativagao de
algumas enzimas extracelulares, como a pectato liase.

Os resultados deste trabalho demonstram a existéncia de baixa
variabilidade na agressividade dos isolados de Colletotrichum spp.
causadores de antracnose em abacate ¢ a capacidade diferenciada desses
isolados produzirem enzimas que podem estar envolvidas na infec¢do
e colonizacdo do hospedeiro.
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