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1. 

1. RESUM)

No presente trabalho, foi examinada a nomenclatura e posi -
çao taxonômica do agente causal do "Mal das Sete Voltas" na cebola. De

acordo com os resultados obtidos foi considerado correto estabelecer a foE._ 
 

. 

ma especialis de Colletotrichwn gloeosporioides (Sensu, AR,� 1957) f. sp. 
cepae n.c. 

Seis isolados de Co i Zetotrichum spp. , sendo cinco de Co i ieto 

trichwn gloeosporioides Penz (Sensu ARX, 1957) e um de CoUetotrichwn de

matiwn f. sp. circinans, foram 9btidos de diversos hospedeiros e localida
des. Inoculações experimentais foram realizadas com suspensões de lxl05

conídios/ml em plântulas de 15 dias sob condições da casa de vegetação. 20 
dias após a inoculação os sintomas foram bem estabelecidos nas �lantas sus 
cetíveis. 

Inoculàram-se 3 variedades de cebola (1 sendo pigmentada e 2 
não pigmentadas). Nenhuma foi resistente ao isolado Cebola 1 que é o Col 
ietotrichwn gloeosporioides Penz (Sensu ARX, 1957) congenial da cebola • 
Isolado Cebola RS (Colletotrichwn dematium f. sp. circinans1 também conge-
nial da cebola, 
diata das plantas. 

teve ação menos acentuada não causando a morte :ime-

O isolado Cebola 1 de Colletotrichwn gloeosporioides Penz 
(Sensu ARX, 1957) diferiu do isolado Manga 2 quanto ao crescimento in vi
tro a diferentes temperaturas e do isolado Cebola RS (CoUetotrichwn demB._ 

tiwn f. sp. circinans) pela quase total insensibilidade ao ácido pirocate-

coico in vitro. 
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O teste serológico de dupla difusão mostrou diferenças en

tre os dois isolados de Colletotrichwn gloeosporioides (Sensu AR,�, 1957 ) 

Penz. da cebola embora patogenicamente indistinguíveis. Os demais isola

dos mostraram-se patogênica e antigenicamente diferentes do isolado Cebola 

1.
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2. INTRODUÇÃO

A cebola e a segunda hortaliça de expressao econômica no 
Brasil. Entre os fatores limitantes da cultura de cebola convern ressal -
tar as doenças que constituem um problema de difícil controle quando as 
condições são favoráveis. 

As doenças de cebola, Raiz rosada (Pyrenochaeta terrestris), 

Alternaria porri, Botrytis cinerea e Mild:i:o (Perenospora destructor) têm 
merecido maior atenção nas pesquisas. Entretanto ocorre no Brasil de ma
neira endêmica urna doença de cebola nas principais áreas de produção, que 
é tipicamente brasileira, e recebe a denon1inação vulgar de ''Mal das Sete 
Voltas". 

b urna doença de sintomas n1Últiplos tais corno enrolamento e 
distorção foliar, lesões foliares, clorose, anomalias e apodrecimento de 
bulbos e mesmo "darnping-off". Essa multiplicidade de sintomas tem trazi
do controvérsias com relação ao agente causal do ''Mal das Sete Voltas". 

Na controvérsia etiológica que se estabeleceu em torno dessa 
doença, um dos patógenos associados foi identificado como sendo Colletotrf 

chum gleosporioides _Penz. (Sensu Arx, 1957). Entretanto a delimitação 
dessa espécie nesse sentido amplo não indica se existe especialização fi -
siológica, que é um fator de grande importância epidemiológica. 

O presente trabalho teve por objetivo principal provar a es
pecialização fisiológica desse fungo, comparando com outros da rnesm.a espé-
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cie, porém de hospedeiros diferentes (CoZletotrichwn da manga e do mor� 

go). Comparações serológicas e fisiológicas foram feitos complementannen 

te, visando mostrar que a especialização em patogenicidade ê acompanhada 

por outras diferenças. Nessas comparações foi incluído Colletotrichwn-de__

matium f. sp. air.--einans que é também um patógeno da cebola. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

Fungos do genero CoZZetotriehwn foram relatados em cultura 
de cebola por vários pesquisadores. Particularmente no Brasil já em 194� 
DESLANDES.(1944) mencionava a ocorrência de três espécies·distintas, prov� 
cando, respectivamente, a antracnose da cebolá branca (CoUetotrichwn cir
cinans), a mela das sementeiras e a antracnose das folhas. Infelizmente, 
esse pesquisador-não fez a descrição do agente da mela das sementeiras ao 
nível de espécie e nem.apresentou evidências de ter feito testes de patoge 

.
. 

-

nicidade; para a antracnose das folhas apenas mencionou o fato de ser o 
fungo semelhante ao CoZZetotrichwn gossypii var. CephaZosporioides, agente 
da Ramulose do algodoeiro, e distinto de C. chardonianwn Nolla, agente da 
antracnose de folhas em Porto Rico. 

Os livros textos norte-americanos sobre doenças de hortali -
ças ou só fazem referência ã antracnose da cebola de bulbos brancos (WAL 
KER, 1952) ou se referem também a outras espécies de CoZZetotrichwn ( como 
C. chardoneanwn Nolla e C. aZZii Averna) , porém sugerindo erradamente que
sejam sinônimos de e. circinans (CHUPP e SHERF, 1%0 ) • Morfologicamente
CoZletotrichwn circinans é distinto de CoZZetotrichwn chardonianwn e CoZZe
totrichwn aZlii, por ter conídios curvos (ARX, 1957). Segundo ARX (1957),
C0Zletotrichwn chardonianwn e Colletotrichwn allii sao sinônimos de Colle
totrichwn gleosporioides Penz.

O\ll-fPACCI (1962) foi o primeiro fítopatologista brasileiro a 
isolar e testar patogenicamente um isolado de Colletotrichwn da cebola 
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córisegüirido iéprôdüiii ôs siri-E-ornas de uma doença, então denominada "Cachor. 
io Quente''; que sé riiàiiifestava em fase de sementeira, causando morte das 
rriüdinnâs; ê em fàsê àduifâ; piovocandô entre outros sintomas, enrolamento 
das foÍhâs.: RêisôÍados fo:rârii enviadós â Charles Walker que os identif:i.; 
cou como coiietotrichwn chardonianwn (Ct\"MPACCI, 1962). 

Na tentativa de elucidar o problema etiológico do "Mal das8e1e 

Voltas" dó Vale do São Francisco, AQUINO e WANDERLEY (1966) conseguiram r� 
produzir os sintomas de morte em mudinhas e de enrolamento das folhas com 
isolados de coiietotrichwn sp� que, juntamente com um isolado de CoUeto -

trichum chardonianum de C�ACCI (1962), foi classificado na Holanda como 
sendo CoUetotriahwn gleosporioides Penz (AQUINO e WA.t'JDERLEY_, 1966) • __ 

Não obstante ROBBS e RIBEIRO (1966) terem posto em dúvida a 
etiológia do "Mal das Sete Voltas", conseguindo reproduzir sintomas "típi
cos" dessa doençà com isolados de Fusarium oxysporwn f. sp. cepae., 

o fato 
é que o fungo coiietotriahwn gleosporioides é, ind�pendentemente dessa CO!!_ 

trovêrsia, um importante problema fitopatológico da cebolicultura nacional 

ARX (1957), em sua revisão taxonômica sobre fungos do gênero 
coiietotriahum, amalgamou mais de 600 espécies dentro de coiietotriahwn 

gleosporioides Penz, admitindo algumas formas especializadas, como coiieto 

triahum lindemu.thianum
., 

coiietotriahwn gossypii., etc. 

Esse conceito TIR1:ito amplo da espécie, dando ênfase ã morfolo 
gia, sob o ponto de vista epidemiológico, pode se tornar falho, porque não 
indica a especificidade de hospedeiros, fato TIR1ito comum entre ós fungos, 

, particularmente, os mais desenvolvidos. Assim é interessante demonstrar , 
através de testes de inoculação cruzada, que o CoUetotrichwn gleosporiói

des âa cebola é o único que afeta a cultura da cebola e que não ê capaz de 
afetar outras plantas como, por exemplo, a mangueira. ROBBS e RIBEIRO 
(1966) concluíram que a raça de coiietotrichwn gleosporioides isolada da 
cebola é a mesma comumente encontrada em manga, b�seando-se em inoculações 
de folha de mangueira em placas de Petri. Inoculações desse tipo são TIR1i
to falhas e sem controle experimental. 

A especialização fisiológica pode ser acompanhada por ou-
tras características diferenciais, como o demonstraram KIMATI (1975), tra
balhando com CoUetotrichum graminicola (Ces) Wilson (Sensu., ARX, 1957) de 
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cana-de-açúcar, milho e sorgo. Dentro da própria espécie coiietotrichum 

gleosporioides Penz (Sensu ARX, 1957) já havia relatos da utilização da 
reação à temperatura como critério de separação de espécies ou foY'171ae spe

cialis (ff. sp.). Assim, EDGERTON (1915), trabalhando com 49 isolados de 
coiietotrichum de 22 hospedeiros do tipo Colletotrichwn gleosporoides (Sen 
su ARX, 1957), classificou-os em 6 grupos distintos. 

Do mesmo modo, SIMMJNDS (1965), usando temperaturas de 159 a 
369C, conseguiu mostrar que há possibilidade de caracterizar os isolados 
de Glomerella cingulata var. cingulata, Colletotrichum gleosporioides var. 
minar, CoUetotriahum acutatum, CoUetotrichum orbiculare e CoUetotrichum 

dematium. Nesse contexto, caracterizar o Colletotrichwn da cebola pelo 
seu crescimento em meio de cultura a diferentes temperaturas não só atinge 
essa finalidade taxonômica, mas também contribui para o seu melhor conheci 
mento, visto ser uma espécie pouco estudada, mais problemática nas condi -
çoes do Brasil. 

Outra possibilidade de caracterizar isolados de Colletotri -
chum gleosporioides dà cebÓla dos da manga decorre do fato de o mecanismo 
de resistência de cebola à penetração de CoUetotrichum circinansJ basea�a 
na presença de pirocatecol 0VALKER, 1952), não.operar contra Colletotri -

chum gleosporioides da cebola (MINUSSI, 1974; SILVA, 1976). Nessas cir -
cunstâncias, a sensibilidade de isolados da cebola ao pirocatecol, _in vi
tro, pode ser menor do que os da mangueira; ademais, a inclusão de Colleto 

trichum circinans. nessa comparação possibilitaria a comparação química in 
vitro do que se observa na prática. 

No âmbito da serologia aplicada ã Micologia fitopatolÓgica 
uma análise de alguns trabalhos mostra a utilidade da serologia na distin
ção taxonômica, não só ao nível de espécies (MUDHOSHING, 1964a), como tam
bém de forma specialis (TEMPEL, 1957, BUXTON, CULBRE1H e ESPOTO, 1961, IvD� 
TON· e DUKES, 1966). 

Assim, citando apenas alguns exemplos, tem-se a comparação 
serolÓgica de isolados de Fomes roseus e Fomes subroseus (MUDOSINQ-I, 1964), 
de 6 espécies, heterotâlicas de Phythophthora (MERZ, BUR..llliLL e GALLECLY, 
1969), de 8 espécies de Ceratocystis (Af.-0S e BURREL, 1967), de 3 espécies 
de Cronartium (GOODING e POWERS, 1965). 



KIMATI (1975) distinguiu serologicamente 3 isolados de coii�

totrichwn do sorgo, milho e cana-de-açúcar e afirmou que isolados de Colle 

totrichum do sorgo e do miiho não são patogênicos ã cana..:.de..:.açúcar é iso-= 

lados de cana e sorgo não são patogênicos ao milho. Assim, esse mesmo aü 

tor estabeleceu que os 3 fungos podem ser vistos como formas especializa .: 

das da espécie Colletotrichum graminicola, conforme definida por .ARX 

(1957) e dando validez à nomenclatura sugerida por MESSIAEN, LAFON e :tvDLOT 

(1959): Colletotrichum graminicola f. sp. sacchari, C. graminicola f. sp. 

zeae e C. graminicola f. sp. sorghi.

Em todos esses casos há uma dificuldade taxonômica do ponto 

de vista morfológico como acontece com os fungos do gênero Colletotrichum

que interessam ao contexto da presente pesquisa. 
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4. MATERIAL E MeTOOOS

O presente trabalho foi realizado nos laboratórios e casa 
de vegetação do Departamento de Fitopatologia da Escola Superior de Agri -
cultura "Luiz de Queiroz" em Piracicaba, Estado de São Paulo, durante o 
ano de 1978/1979. 

Isolados Utilizados 

Utilizaram-se S isolados de coiietotrichum gLoesporioides e 
1 isolado de CoUetotrichum circinans obtidos de:· hospedeiros diferentes 
com sintomas típicos de antracnose estes procedentes de várias regiões 
principalmente do Estado de São Paulo (Tabela 1). Os isolados foram 
identificados e classificados de acordo com a classificação de ÀRX. (1957). 

Técnica de Isolamento 

Com a finalidade de se obterem culturas puras do patógeno f.!_ 
zer�m1-se os isolamentos de conídios a partir de esporo� . que se formam 
em condições de umidades elevadas; a seguir com o auxílio de uma alça de 
platina transferiu-se lllna parte desses conídios para o centro de uma placa 
de Petri com BDA (Batata-Dextrose-Ágar) e incubou-se a 269C sob l�z con
tínua. 

Eliminaram--se contaminações bacterianas por repicagem dos 
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bordos da colônia obtida de discos de micélio em meio de Ágar-Água. Micé

lios livres de contaminações ·forneceram conídios para nova suspensão, e.em 

água esterilizada plaquearam-se as suspensões diluídas em meio de farinha 
de aveia-âgar (60 g. de farinha de aveia, 12 g. de ágar, água q.s.p. 1,000 

ml) (KIMATI, 1966; �lENfEN, 1976). A partir desses conídios obtivera�-se
isolados utilizados durante a pesquisa. Estes foran1 mantidos em tubos in
clinados com BDA (Batata-Dextrose-Ãg�r) ou meio de farinha a temperatura 
de 59+29C. 

TABELA 1. Isolados utilizados durante a execuçao do presente trabalho 

Isolado 

Cebola 1 
Cebola R.S. 
IB248G 
:Manga 2 
Manga 3 
Morango 

Hospedeiro 

Cebola (Allium cepa L.), bulbo 
Cebola (AlZiwn cepa L.), bulbo 
Ce9ola (Alliwn cepa L.), folha 
Manga · (Mangifera,'indiêa caule 
Manga (Mangifera.•iridiaa. folha 
Morango (Fragaria vesca L.) folha 

.Procedência 

Piracicaba - S.P. 
Santa �la.ria - R.S. 
Inst. Biol. - S.P. 
Piracicaba - S.P. 
Piracicaba - S.P. 
Atibaia - S.P. 

4.1. Patogenicidade de Isolados de CoZZetotrichwn gZoeosporioides Penz 
e CoZZetotrichwn circinans em cebola 

Preparo das Plântulas para Inoculação 

As cebolas Taxas Grano 502 (suscetível) e branco chata (re 
sistente(SILVER, 1976) a serem inoculadas,foram plantadas em vasos d� alu
mínio com capacidade de 2,0 litros. O substrato para desenvolvimento das 
plântulas foi urna mistura bem homogeneizada de solo argiloso (Terra Roxa ) 
peneirado, esterco de curral curtido painelado e areia grossa na proporção 

de 2:1:1, respectivamente. Esterilizou-se este substrato em autoclave a 
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1279C por 2 horas, empregando-se o mesmo após um período mínimo de 15 dias 

depois da esterilização. 

Os vasos foram mantidos em casa de vegetação a temperatura 

de 229C a 339C (média de 269C) e umidade relativa de 70�10%, com irrigação 

diária. 

Semearam-se densamente as populações a serem inoculadas e, 

apos a emergência (cerca de 15 dias apôs a semeadura), desbastou-se deixan 

do-se nos vasos de alumínio 20 plântulas mais vigorosas. 

Preparo de Inôculo 

Obteve-se o inóculo através da transferência asséptica de c� 

nÍdios de cada isolado purificado para placas de Petri com meio de fari -

nha de aveia-ágar. 

Esta transferência foi feita através de suspensões coni -

diais em água destilada estéril, pois existem observações de que este pro

cedimento origina colônias com maior capacidade de esporulação (KIMATI 

1966). 

As placas foram mantidas sob a luz contínua no Biotronette 

:Mark III Environmental Chamber (Lab-Line InstrlUilent, Inc.) a temperatura 

média de 269C por 6-8 dias. 

Os �onídios foram suspensos em água destilada pela lavagem 

das placas com 30 m1 de água contendo um espalhante (Tween 80 a·0,02%) (Dl![ 

TA et allii, 1960) com o auxílio de um pincel fino. Estas suspensões fo-

ram filtradas em gaze e algodão e suas concentrações determinadas através 

de diluições, ajustaram-se as suspensões para concentração dos lx:106 coní -

dios/ml e inoculou-se logo a seguir (JENKINS JR. et allii, 1964; LITI'REL 

e EPPS, 1965). 

Método de Inoculação 

As inoculações foram feitas no solo adotando-se o critério 

de aplicar 50 m1 da suspensão de esporos por vaso contendo as variedades a 

serem testadas (SILVA, 1976). Logo apôs, os vasos foram inundados com 

água para maior espalhação do inóculo nos vasos. 
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Critérios de Avaliação da Reação dos Hospedeiros 

A reação do hospedeiro foi avaliada pelo que convencionou-se 
de Índice de sobrevivência, baseado no critério modificado de COSTA et al-

·---

lii (1964) para a doença Murcha Bacteriana do tonm.teiro. O índice de so-

brevivência expressa o número sobrevivente das plantas em solo infestado

com isolados de Colletotrichwn gloeosporioides e Colletotrichwn circinana

Os resultados assim obtidos foram adequadamente analisados estatisticamen

te segw1do metodologias de PIMENTEL rt)t\1ES (1966), GRAi'IBR- (1966).

4.1.1. Inoculação de C9Zletotrichwn spp em variedade Texas Grano 502 
de cebola. 

Os isolados e respectivas origens constam na Tabela 1. Pa

ra determinar a patogenicidade deles, utilizaram-se a variedade Texas Gra
no 502, esta sendo suscetível ao Colletotrichwn gloeosporioides Penz 

(SILVA, 1976). 

O delineamento experimental foi de blocos completamente ca-
sualizados com cinco repetições·aiém das testemunhas não inoculadas. Um

bloco era �epresentado por um vaso contendo 20 plântulas. 

2,0 litros. 

concentração 

A semeadura foi feita em vasos de alumínio com capacidade de 
Para cada vaso utilizou-se 50 ml de suspensão de esporos de 

'6 lxl0 esporos/ml.

Antes da inoculação, quinze dias apos a semeadura, procedeu

se a contagem das plai1tas. A avaliação da reação do hospedeiro e patoge-
nicidade foi baseada no critério do Índice de sobrevivência 20 dias 

a inoculação adotando-se o critério de contagem de plantas vivas. 

apos 

4.1.2. Reação de 2 variedades da cebola aos isolados de Colletotri -
chum gloeosporioides e Colletotrichum circir.ans.

Neste ensaio, 2 variedades da cebola Branca Chata,(suscetível) 
e Roxa Chata-Piracicaba, (resistente) foram inoculadas com os isolados de 
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Cebola 1, Manga 2, Manga 3, �1orango. A concentração do inóculo utilizado 

foi de lxl06 conídios/ml (SILVA, 1976) e a inoculação foi realizada como

no experimento i\ .. 1 .. 

O delineamento experimental foi um fatorial de 2x5 com 3 re

petições, cada repetição representada por um vaso contendo 20 pla..�tas. A 

avaliação foi feita adotando-se critério de contagem de plantas vivas como 

no experimento A-J-

4.2. 
-

Isolados de Cotietotrichwn 
on. 

"Seedlings" a serem inoculados foram obtidos por germinação 

dos caroços da manga variedade Bourbon em vasos contendo o mesmo solo uti

lizado em :ZLl. 

As inoculações foram realizadas ao final da tarde (aproxima

damente 17 horas) através da pulverização das suspensões conidiais (de ca

da isolado de CoZZetqtrichwn gloeosporioides - 1 de cebola, 2 da manga, e 

1 de morango), por meio de um pulverizador manual sobre os "seedlings" 1 

mes apôs o plantio. Em seguida, os "seedlings" foram mantidos por 24 ho

ras em câmara úmida (cobertas com sacos plásticos - umidade relativa próxi 

ma a 100%) e temperatura de 249 a 289C. Após 24 horas de incubação os 

"seedlings" foram removidos e deixados em casa de vegetação a t_emperatura 

de 229 a 339C (média 269C) e umidade relativa de 70+10% (GOODE, 1958; LI

TRELL e EPPS, 1965; MENTEN, 1977) , por um período de aproximadamente · 30 

dias, tempo suficiente para que os sintomas aparecessem e se desenvolves -

sem caso os isolados apresentassem patogenicidade. 

4.3. Efeitos da Ten eratura sobre o Crescimento Linear dos Isolados de 
Colletotrichwn gloeosporioi es · da Ce ola e da Manga. 

A inoculação das placas contendo BDA (Batata-Dextrose-Ágar ) 

foi realizada por transferência de discos de micélio (5 mm diâmetro) de 

cultura do fungo em meio de BDA para o centro de cada placa de Petri. As 
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placas assim preparadas foram guardadas nas estufas sem iluminação interna 

reguladas às temperaturas de 129, 189, 219, 259, 289, 309 e 359C, atê quél!!. 

do o crescimento do fungo em algumas placas de Petri atingiu o diâmetro 
das placas. As leituras referentes ao crescimento linear foram efetuadas 
em intervalos de 24 horas da medida de dois diâmetros das colônias perpen

diculares (EDGERTON, 1915, SIMMONDS, 1965). 

Assim o crescimento diário da colônia foi obtido tirando a 

média do aumento em diâmetro pelos 3 Últimos dias. O crescimento das pri_ 
meiras 24 horas não foi considerado (EDGERTON, 1915). 

4.4. Comparação Serológica dos Isolados de Colletotrichwn sp 

Para obtenção de antisoro foi inoculado o antígeno de isola-
do Cebola 1 em coelho de raça Nova Zelândia de aproximadamente 3 kg. O 
antígeno foi tmm suspensão de esporos , ( de 2 semanas de . idade) produzidos 
em meio de aveia sob condições de luz contínua, previamente lavados com 

água destilada e centrifugada (centrífuga Sorvall SS4, 10.000 r.p.m./10 mi_ 
nutos), alternadamente, por 2 vezes consecutivas. A suspensão dos espo 
ros (aproximadamente 108 /ml) fqi misturada em volrnne igual com adjuvante
incompleto de Freund (DlFCO), seguindo-se as inoculações em número de 2/s� 
mana, por via intra-muscular na coxa. Essa mistura foi feita pouco an
tes da inoculação e, para isso, a suspensão dos esporos foi cons,ervada em 
congelador. O volume do material inoculado variou de 1 à 2 ml por cada 
aplicação e, via de regra, foi feito em total de 20 aplicações. 

Sangrias, além daquela para obtenção de soro normal feita an 
tes da primeira inoculação, foi feita 2 vezes por semana, a partir da pri
meira semana após o início da inoculação. Para obtenção do soro, o san -
gue ·coagulado em condições de 59 C, por uma noite, foi centrifugado, como 

no caso de antígeno. Ao soro assim conseguido foi adicionado merthiolate 
(etilmercuritiosalicilato de sódio a 1% na proporção de 1/100 (V/V) e a 

sua conservação foi feita em congelador. 

Antígenos para reações serológicas foram preparadas através 
da maceração de esporos produzidos em meio de aveia (cultura de 1 semana 
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de idade, sob condições da luz contínua). A maceração foi efetuada em 
almofariz , inicialmente sem e posterionnente com adição de areia (malha 40) 
lavada com ácido clorídrico. Os esporos foram previamente lavados e cen-
trifugados, por 2 vezes consecutivas, como no caso de preparo de antígeno 
para inoculação. 

Aos esporos macerados foram adicionados 10 a 20 ml de salina 
tamponada (NaCl, 0,85%; KzHPO4- KH2P04 0,01 M a  ph 7,2), a concentração 
dessa suspensão correspondendo, aproxDnadamente, a 10 esporos/rol. Ao an

tígeno assim conseguido foi colocado merthiolate 1% na proporção de 1/100 

(v/v) e a conservação foi feita em congelador. Quando se usou areia para 

maceração foi feita uma centrifugação prévia a 4000 r.p.m./10 minutos para 

sua separaçao. 

Os antígenos usados nas comparações serolôgicas foram dos 
isolados Cebola RS, Manga 2, Manga 3,. Morango, IB}43G, apresentado's na Tar 
bela 1. 

Os testes serolÔgicos foram feitos usando-se a técnica de d� 

pla-difusão em gel-ágar de Ouchterlony, em lâminas. O meio gel constitui 

de 1% ágar (Ágar Difco); K2HPO4 - KH2PO4 0,0M a pH 7.2 e 0.0,1 de merthio
late. Essa metodologia se baseou nos trabalhos de GOODING e POWERS 
(1965), FI.GUEIREOO (1972), KIMATI (1975) e MENTEN (1977). O esquema de 

distribuição de orifícios sobre o âgar foi o de um hexágono inscrito num 
círculo de 1,25 cm de diâmetro, tendo os orifícios um diâmetro aproximado 
de 0,25 cm. 

A titulação de antissoro e de antígenos foi feita usando-se 
também a técnica de dupla difusão em âgar, procedendo-se a diluição em.s�

lina tamponada, por fatores de 2(2-n).

4.5. 
-

A Reação dos Diferentes Isolados de Col Ze-totrichwn sp. as Concentra-
�oes "Diferentes do .Acido PirocatecDié:o 

Foi adotada a metodologia de CLARK e LORBEER (1974) para es
te ensaio. Por diluições seriais foram preparadas soluções estoques do 
ácido pirocatechnico de concentrações de 10, 100, 200, 400 e 800 p.p.m. 

respectivamente. 
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Essas concentrações foram adicionadas ao meio de cultura de 

BDA (Batata-Dextrose-.Ágar) à 529C depois da autoclavagem, assim obtendo 

as concentrações finais do ácido incorporadas ao meio de cultura. Aproxi 

madamente 15 rnl de cada urna das concentrações do meio de cultura foram adi 

cionados em placas de Petri anteriorrnente esterilizadas. Houve 5 repeti

çoes para cada tratamento. 

Discos de micélio (O ,5 cm em diâmetro) de cada isolado de CoJ 

Zetotrichwn com 3 dias de idade foram colocados no centro de cada placa 

de Petri e depois foram deixados numa sala nas condições ainbientais. 

As leituras referentes ao crescimento micelial linear em ca

da concentração foram obtidas utilizando a metodologia em 4.3. 
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5. RESULTADOS

5.1. Patogenicidade dos Isolados de Colletotrichwn gloeosporioides Penz 
e Colletotrichwn circinans em Cebola 

8.1.1. Inoculação dos isolados de Colletotrichwn spp em variedade Te
xa Grano 502. 

TABELA 2� Teste de patogenicidade de CoZZetotrichwn spp na variedade Te
xan Grano 502. 

!ndice C2) de Doença (l)

N<? das folhas verdes(l) '(3) 

Sobrevivência X X+O,S 

Cebola 1 2,40 9,67 1,93ª

Cebola RS 20,00 29,31 S 86b
, 

M:>rp11go 20,00 41,55 8,31c

Manga 2 20,00 43,65 8 73C
, 

Manga 3 20,00 41,79 8,35c

Testemunha 20,00 43,09 8 61c
• 

(1) Avaliação aos 20 dias após a inoculação; (2) Média de 5 repetições ca
da wna representada por um vaso com 20 seedlings originais; (3) Médias
seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente ao nível de 1% (Tu
key) C.V. = 7.8442 
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Neste eÀ-perimento nota-se que somente os isolados da cebola 

atacou as cebolas, porque são parasitas congeniais. Portanto nota-se que 

isolado Cebola 1 foi mais patogênico seguido por isolado Cebola RS. 

5.1.2. Reação de 2 variedades da cebola aos 2 isolados de CoZZetotri 
chum gloeosporioides e CoZZetotrichum d. circinans. 

Os resultados deste experimento sao apresentados na Tabela 3 

TABELA 3. Teste de patogenicidade de CoUetotrichum spp em 2 variedades 
de cebola. 

Isolados 

Cebola 1 

Cebola RS 

Manga 2 

Manga 3 

Morango 

Testemunha 

!ndice da Doença(l) nas Variedades

Texas Grano 502 Roxa Chata Piracicaba Média 

Sobrevi- Enfolha Sobrevi · Enfolhamen Sobrevi Enfolha-
vênçia(2) mento(3} vência T2)to (3) vênciaT2)mento(3) 

0,00 0,00 0,00 0,00 o.no 0,00 

19,00 14,33 20,00 21,00 210, 00 17,66ª

20,00 24,33 20,00 34,33 20,00 29,33b

20,00 20,33 20,00 32,00 20,00 26,16b

20,00 26,66 20,00 37 ,66 20,00 30,16b

20,00 26,00 20,00 39,00 20,00 32,SOb

(1) Baseada na sobrevivência e no enfolhamento (= n9 de folhas verdes) das
plantas sobreviventes; (2) Média de 3 repetições cada wna representada
por 20 plantas por vaso ou enfolhamento (= n9 das folhas verdes) das plan
tas sobreviventes; (3) Médias seguidas pela mesma letra não diferem esta
tisticamente ao nível de 1% (Test Tukey). C.V. = 11,67.

Neste experimento isolados Cebola 1 e Cebola RS causar'am ín

dice maior da doença em termos de sobrevivência e enfolhamento. Como em 

5.1 isolados Cebola 1 e Cebola RS diferiram-se dos outros estatisticamente 
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5.2. Inoculação dos Isolados de CoUetotrichum g"loeosporioides em Hanga 
Variedade Bourbon 

TABELA 4. Reação da variedade Bourbon de manga às inoculações de Colleto 
trichwn spp 

Isolado Reação (1) 

Cebola 1 

Cebola RS 

IB248G 

Manga 2 

Manga 3 

Morango 

Testemunhá. 

(1) Observada em 2 "seedlings" inoculados/isolado
Sem sintomas

+ Com sintomas

+ 

+ 

Os resultados da Tabela 4 mostram que dos 9 isolados prove -

nientes de diferentes hospedeiros e localidades, somente os isolados conge 

niais da manga produziram sintomas nos "seedlings" do hospedeiro com eles 

inoculadas. 

Esses sintomas se manifestaram na fonna de necrose dos bor

dos das folhas em geral
)
somente 30 dias após a inoculação. 
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-5. 3, Efeito da Temperatura sobre o Crescimento Linear dos Isolados
CoUetotrichwn gloeosporioides da cebola e da manga 

de 

TABELA 5. Efeito da temperatura sobre a taxa de crescimento dos isolados 
de Colletotrichum spp 

Taxa Mêdia(l) (em cm) da Colônia do Isolado 

Isolado Cebola 1 Isolado Manga 2 
Temperaturas 

Períódo·de Incubação 9C Período de Incubação 
(Dias) (Dias) 

2 3 4 Mêdia(2) 2 3 4 Média(2) 

12 0,62 o, 71 0,41 0,58 0,00 0,00 0,00 0,00 
18 1,19 0,47 0,35 0,67 1,04 2,34 1,11 1,50 
21 0,57 0,63 0,21 0,47 . 1,50 2,94 1,46 1,97 
25 1,36 1,94 0,25 1,18 1,41 2,98 3,42 2,60 
28 0,92 1,12 0,20 0,75 1,42 3,05 3,70 2, 72 
30 0,04 1,60 .0,48 0,71 0,60 0,40 0,44 0,48 
35 0,36 0,72 0,19 0,42 0,36 0,19 0,25 0,27 

(1) Taxas de 5 repetições/tratamento, cada uma representada por uma placa.
Medidas baseadas em diâmetro da colônia menos o diâmetro do inóc,ulo semea-
da; (2) Médias de (1) para 3 dias.

Os resultados apresentados na Tabela 5 mostram que isolado 
Cebola 1 teve maior taxa de crescimento a 289C enquanto que o isolado da 
manga 2 teve maior taxa de crescimento a 259C. Isolado Cebola 1 mostrou 
maior taxa de crescimento às temperaturas baixas e altas enquanto que foi 

o contrário para isolado manga 2 especialmente às temperaturas baixas. Os
mesmos resultados constam no gráfico 1.
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Gráfico 1 - Efeito da temperatura sobre o c rescimento linear dos 

isolados de Colletotrichum gloeosporiodes da Cebola 

e da Manga. 



-5.4. Comparação Serológica dos Isolados de Colletotrichum spp

-5. 4. 1. Testes Serológicos.

Testes de dupla difusão em âgar realizados com soros obtidos 

na primeira sangria (SN) e nas ,sete · subsequentes (AS-1 a AS-7) • contra 

antígenos homólogos a 259C, mostraram os resultados expressos na Tabela 7. 

TABELA 7. Reações serológicas entre SN, AS-1, AS-2, AS-3, AS-4, AS-5, AS-
6 e AS-7 do coelho imunizado com o isolado Cebola 1 e seu antí
geno e dos isolados Cebola RS, .tvranga 2 , Manga 3 , Morango, e 
IB248G. 

Período de 
Incubação· 
(dias) 

o 

14 

21 

28 

35 

42 

49 

56 

Código 
de 

Soro 

SN 

AS-1 

AS-2 

AS-3 

AS-4 

AS-5 

AS-6 

AS-7 

Reação(a) dos Soros aos Antígenos 

Cebola 1 Cebola RS Manga 2 Manga 3 Morango 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

(a)+: Presença de linhas de precipitação 

Ausência de linhas de precipitação 

Os resultados apresentados na Tabela 7 mostram que houve re! 
-·

çao somente com antissoro homólogo. Verificou-se também que o coelho era

imunizado 14 dias após a aplicação da primeira injeção.



-s.s. Resposta de Diferentes Isolados de CoUetotrichwn a Concentrações
Cre.scentes·do Ácido· Pirocatecoico. 

TABELA 6. 

Isolado 

Cebola 1 

Cebola RS 

Manga 2 

Manga 3 

Morango 

Resposta de Diferentes Isolados de CoZletotrichwn a Concentra -
ções Crescentes do Ácido Pirocatecoico. 

Diâmetro médio (1) da colônia (em cm) nas concentrações, 
em ppm do ácido pirocatecoico indicadas· 

o 100 200 400 800 

2,80 3,00 2,64 2,99 2,78 

2,68 3,45 0,00 º ·ºº º ·ºº 

5,13 4,68 3,38 3,01 0,00 

6,14 7,20 5,08 4,58 3,48 

4,42 4,18 2,28 3,68 1,98 

(1) Média de 4 repet1çoes, cada repetição representada por 1 placa de Pe·-
tri; crescimento ao fim de 4 dias de incubação em estufa a 289C.

Os resultados deste experimento mostram que soment_e isolado 

Cebola RS foi o único que não conseguiu crescer a concentração acima de 

200 ppm. Isolado Manga 3 cresceu melhor em todas as concentrações exceto 

800 ppm. (Jabela 6). 
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.6. DISCUSSÃO 

Um dos conceitos ta:x:onômicos aplicados na classificação de 
fungos do gênero Fusariwn é de que somente caracteres morfológicos devem 
ser usados para se delimitar espécies e todas categorias superiores (SNY -
DER e TOUSSON, 1965). Apesar de hoje ainda a taxonomia de Fu.sariwn com -
portar opiniões diferentes (TOUSSON e NELSON, 1975; BOO'IH, 1975), está cl! 
ro que ARX (1957) ao estudar o gênero CoUetotrichwn tentou basear-se na
quele conceito, desenvolvido por SNYDER e HANSEN (1940, 1941 e 1945). As
sim baseando-se na fonna e tamanho dos conídios, ARX (1957) escolheu para 

a fase imperfeita de Glomerella cingulata (Stonem.) Spauld. o nome Colletg_

trichwn gloeosporioides Penz. colocando em sinonírràa mais de 600 espécies 
anteriormente descritas. Dentro dessa espécie morfológica admitia espe -
cializações fisiológicas; porém não seguiu a nomenclatura de indicar for

mae specialis como o fizeram SNYDER e HANSEN (1940) com as fonnas especi! 
lizadas de Fu.sariwn oxysporum. Trabalhos taxonômicos sobre fonnas espe -
cializadas de Colletotrichwn gloeosporioides, levados a efeito mais recen
temente, mostram uma tendência de se adotar o conceito amplo da espécie s� 
gundo AR,"'( e a nomenclatura de formae specialis. Assim KIMt\.TI (1970) , ao 
descrever a forma peritecial do agente da antracnose do feijoeiro denomi -
nou-o Glomerella cingulata (Stonem.) v. Spauld f. sp. phaseoli. Também , 
MEN'TEN (1977),no seu trabalho sobre o agente causal da antracnose das cu -
curbitáceas, reconhecido como uma forma especializada, mas morfologicamen
te indistinguível da espécie básica Colletotrichwn gleosporioides, sugeriu 
ter sua nomenclatura alterada para CoUetotrichwn gloeospor>ioides f. sp. 
cucu.rbitae (Berk et Mont.) n. comb •. 
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Estendendo-se este ponto de vista para as demais formas de
CoZZetotrichum gZoeosporioides especializadas sobre determinados grupos de 
hospedeiros, �IBN'TEN (1977) sugeriu que sejam chamados de CoZZetotrichwn
glceosporioides ff. spp. phaseoU, malvaY'W71, musae,etc., em substituição as
espécies CoUetotJ."1,chwn Undemu:thianum, CoUetotrichwn malvarwn, CoUeto -
trichwn musae, etc., respectivamente; CoZZetotrichum gZoeosporioides Penz.
incluiria os patógenos polífagos e º? saprófitas com características morfo
lógicas coerentes com as delimitações da espécie proposta por ARX (1957).

SINGH, PRASAD e MA.THOR (1966), fazendo um estudo taxonômico
do fungo da antracnose de Dioscorea alata L., denominaram-no CoUetotri -
chwn gloeosporioides f. sp. aZatae; e MENTEN (1977) ,ao estudar a morfolo
gia, patogenicidade e serologia de isolados do CoUetotrichwn de cucurbitá
ceas, denominou-os CoUetotric:Jnan gleosporioides f. sp. cucurbitae,ao mes
mo tempo que sugeriu a conveniência de se estender essa nomenclatura trino

mial a outras fonnas especializadas. 

Nesse contexto os resultados dos ensaios de inoculação, mos
trando que somente isolado congenial de Colletotrichwn gZoeosporioides afe 
ta as três variedades de cebola, justifica sugerir aqui a nomenclatura de 
CoUetotrichwn gloeosporioides f. sp. cepae. Inoculações dos mesmos iso
lados em manga, mostrando também que somente isolados congeniais conseguem 
provocar sintomas em manga, reforçam a sugestão acima mencionada ao mesmo 
tempo que refutam a afirmação de ROBES e RIBEIRO (1966) de que o CoUeto - 
trichum gloeosporioides da cebola é o mesmo que ocorre na manga. A propô 
sito das inoculações efetuadas por ROBES e RIBEIRO (1966) em folhas desta
cadas , in vitro, cumpre lembrar que já há mui to tempo SHEAR e WOOD (1907) , 
analisando inoculações cruzadas com isolados de Colletotrichum gloeospori

oides de diferentes hospedeiros, con1entavam: inoculações artificiais intr� 
<luzindo conídios no tecido do hospedeiro ou aplicando-se na superfície de 

f�tos maduros não são conclusivas; o {mico teste conclusivo é aquele fei

to por cuidadosos experimentos de infecção usando plantas vivas, em desen

volvimento (como empregadas nos presentes experimentos de inoculação cruz� 

da). Uma folha destacada pode ser vista simplesmente como um meio'de cu!_ 

tura e o fato de que esses organismos podem crescer sobre ela não prova

que cresceria sobre a planta como um parasita. 
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A distinção patogênica de CoUetotrichwn gloeosporioides f. 

sp. cepae com relação ao Colletotrichwn gloeosporioides da manga é acompa

nhada pela diferença de crescimento em diferentes temperaturas (Tabela 5). 

Essa característica, jâ utilizada anterionnente por EDGERTON (1915) e por

SIMvDNDS (1965), na distinção taxonômica de espéciés de CoUetotrichwn ., 

tros isolados de CoUetotr·ichum gloeosporioides a essa temperatura, cres - 

cem melhor que o isolado da cebola. 

Sob o ponto de vista serolÓgico, os isolados de CoUetotri - 

chwn gloeosporioides da manga -são distintos de Colletotrichwn gloeosporioi 

des da cebola. Entretanto, corno um isolado de CoUetotrichum gloeospori

oides patogênico à cebola também não reagiu serologicamente com o antisso

ro, há necessidade de mais estudos para se comprovar �n que nível taxonômi 

co é válido o critério serolôgico. Vale lembrar que DESI.A\J'DES (1944) já 

citava vários tipos de Antracnose em cebola, além da Antracnose de cebola 

branca. 

O Colletotrichwn dematiu� f. sp. circinans (Berk) v. Arx, 

agente da Antracnose da cebola branca ("Onion Smudge"), é um fLmgo morfo

logicamente bem distinto de CoUetotrichwn gloeospor.•·ioides
., 

apesar da con

fusão de CHUPP e SHERF (1960) que c:)locam CoUetotrichum ::hardoniana Nolla 

e Colletotrichum allii como seus sinônimos. Esses dois Últimos fungos 

são considerados por ARX (1957) sinônimos de Colletotrichwn gloeosporioi - 

des. A diferença morfológica é acompanhada na capacidade patogênica· pois 

CoUetotrichwn dematium circinanas
., 

em inoculações de "seedlings", provoca 
sintomas muito menos drásticos do que Colletotrich¼� gloeosporioides��l',c�

pae., não causando motte imediata das plantas inoculadas, nem mesmo de cebo 

la branca, o que pode ser comprovado nas Tabelas 2 e 3. Entretanto, dif� 

rindo de isolados de Colletotrichum gloeosporioides não congeniais, Colle

totrichum dermatiwn circinans causa acentuado subdesenvolvimento das plan

tas, quando inoculadas em fase de "seedlings" mesmo de variedade pigmenta

das corno Texas Grano 502 e Roxa Chata (Tabela 2 e 3), fato que,aparenteme:g_ 

te, não está descrito na literautura consultada. 
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Com efeito, segundo GIUPP e SHERF (1960), WALKER (1952), os 

sintomas de CoUetotrichwn dematiwn circinans se circunscrevem às escarnas, 

porções inferiores, sem pigmento, das folhas. Sendo o isolado de Colletó 

trichum drmatiwn circinans, utilizado no presente trabalho, proveniente do 

Rio Grande do Sul, onde, corno em todo Brasil, predomina o cultivo de cebo

las coloridas, os resultados experimentais podem ter alguma conexão com a 

importância real do problema nas condições de campo. Segundo ELOCY MINUS 

SI (comunicação pessoal) CoUetotrichum dermatium circinans tem sido iso 

lado com frequência de material de cebola colorido, no Estado de Rio Gran

de do Sul. 

O fato já comprovado de que a resistência a C0Uetotr.0ichwn 

gloeosporioides da cebola não está correlacionada com a cor da cebola, CO_!! 

trariamente a que acontece no caso da resistência a CoUetotrichum derma

tiwn circinans (SILVA, 1976), encontra nos resultados do presente traba

lho (Tabela 6) evidências que o apoiam qubnicamente. O mecanismo de re -

sistência da cebola a Colletotr>ichwn gloeosporioides não pode ser devida 

à presença de ácido pirocatecoico, como no caso da resistência a Colleto -

trichwn dermatium circinans (WALKER, 1952)Jde vez que o fungo se mostra

praticamente insensível mesmo a alta dosagem de 800 ppm (Tabela 6). 



28. 

7. CONCLUSÕES

Do presente trabalho, pode-se tirar as conclusões se�uintes: 

1. Apenas isolados congeniais de CoUetotrichum gfoeosporioides Penz (se_g

su ARX, 1957) da cebola conseguem causar doença em cebola, pelo que

se lhes sugere a denominação CoUetotr-ichum g'loeosporioides f. sp. ce

pae.

2. Isolados dessa fórma especializada podem ser distinguidas de isolados

da manga por suas características patogênicas e de crescimento em dife

rentes temperaturas.

3. A validez da serologia para caracterizar isolados especializados da ce

bola precisa ser determinada com mais estudos.

4. O âcido pirocatecoico responsável pela resistência das cebolas colori

das a CoUetotrichum dematium circinans é altamente fungitóxico a es

se fungo mas não a nenhum dos isolados de Colletotrichwn gloeosporioi

des testados.
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In this work the nomenclature a.>1.d taxonomic position of the 

causal agent of onion disease locallyknown as "Mal das Sete Voltas" in 
Brazil was studied. According to the results obtained herein, it was con 
sidered proper to establish a forma specialis ·of Colletotrichwn gloeospori_

oides (Sensu ARX, 1957) f. sp. cepae n.c.

Six isolates of CoUetotrichum spp. five of which were CoU�

totrichwn gfoeosporioides Penz and one CoUetotrichwn dematiuin f. sp. cir

c1.,nans were obtained from different hosts growing in different regions. 

Experimental inoculations were effected using·a conidial sus 
of lxlO!i conidia/ml in onion seedlings aged 15 days planted in � pension 

greenhouse. 
established 

20 days after the inoculation the symptoms were aJ.,ways well 
in susceptible plants. 

3 onion varieties were used during the inoculation, 2 were 
pigmented and 1 had no pigment at all. None of the 3 was resistant to 
isolate Cebola 1 (Colletotrichum gloeosporioides Penz (Sensu ARX, 1957), a 
congenial isolate of onion. Isolate Cebola R.S. (CoUetotrichum dematiwn

f. sp. circinans), another congenial isolate of onion, did not show a pro
nounced effect on onion plants; it did not provoke an iinmediate death of
plants innocul�ted with it.

Isolate Cebola 1 differed from isolate Manga 2 (also a CoUe

totrichum gfoeosporioides Penz) in its "in vitro" growth at different tem
peratures and also was different from isolate Cebola R.S. for its almost 
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insensitivity to Pyrocatechoic acid "in vitrd'. 

The serological test of double diffusion in agar showed that 

the 2 isolates of Colletotrichum gloeosporioides (Sensu ARX, 1957) Penz w� 

re different antigenically although they could not. be distinguished patho� 

genically. Toe rest were both pathogenically and antigenically different 

from isolate Cebola 1. 
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