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1. RESUMO

No presente trabalho, foi examinada a nomenclatura e posi -
cao taxonomica do agente causal do 'Mal das Sete Voltas'" na cebola. De
acordo com os resultados obtidos foi considerado correto estabelecer a for
ma especialis de Colletotrichum gloeosporioides (Sensu, ARX 1957) f. sp.
cepae n.c.

Seis isolados de Colletotrichum spp., sendo cinco de Colleto
trichum gloeosporioides Penz (Sensu ARX, 1957) e um de Colletotrichum de-
matium £. sp. circinans, foram obtidos de diversos hospedeiros e localida-
des.  Inoculagoes experimentais foram realizadas com suspensoes de 1x105
conidios/ml em plantulas de 15 dias sob condigOes da casa de vegetagao. 20
dias apos a inoculagdo os sintomas foram bem estabelecidos nas plantas sus

« .
cetiveils.

Inocularam-se 3 variedades de cebola (1 sendo pigmentada e 2
nao pigmentadas). Nenhuma foi resistente ao isolado Cebola 1 que € o Col
letotrichum gloeosporioides Penz (Sensu ARX, 1957) congenial da cebola .
Isolado Cebola RS (Colletotrichum dematium f. sp. circinans), também conge-
nial da cebola, teve agao menos acentuada nao causando a morte ime-
diata das plantaé;

O 1isolado Cebola 1 de Colletotrichum gloeosporioides Penz
(Sensu ARX, 1957) diferiu do isolado Manga 2 quanto ao crescimento in vi-
tro a diferentes temperaturas e do isolado Cebola RS (Colletotrichum dema

tium £. sp. eircinans) pela quase total insensibilidade ao acido pirocate-

coico in vitro.
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O teste serologico de dupla difusao mostrou diferengas en-
tre os dois isolados de Colletotrichum gloeosportoides (Sensu ARX, 1557 )
Penz. da cebola embora patogenicamente indistinguiveis. Os demais isola-

dos mostraram-se patogenica e antigenicamente diferentes do isolado Cebola
1.



2. INTRODUCAQ

A cebola € a segunda hortaliga de expressao economica no
Brasil. Entre os fatores limitantes da cultura de cebola convem ressal -
tar as doengas que constituem um problema de dificil controle quando as

condigoes sao favoraveis.

As doengas de cebola, Raiz rosada (Pyrenochaeta terrestris),
Alternaria porri, Botrytis cinerea eMildio (Perenospora destructor) tem
merecido-maior ateng@ao nas pesquisas. Entretanto ocorre no Brasil de ma-
neira endémica uma doenga de cebola nas principais areas de produgdo, que
€ tipicamente brasileira, e recebe a denominag@o vulgar de 'Mal das Sete
Voltas''.

E uma doenga de sintomas miltiplos tais como enrolamento e
distorgao foliar, lesoes foliares, clorose, anomalias e apodrecimento de
bulbos e mesmo ''damping-off''. Essa multiplicidade de sintomas tem trazi-
do controvérsias com relagdo ao agente causal do 'Mal das Sete Voltas'.

Na controvérsia etioldgica que se estabeleceu em torno dessa
doenga, um dos patogenos associados foi identificado como sendo Colletotri
chun gleosporioides Penz. (Sensu Arx, 1957). Entretanto a delimitagao
dessa espécie nesse sentido amplo nao indica se existe especializagao fi -

siologica, que € um fator de grande importancia epidemiologica.

O presente trabalho teve por objetivo principal provaf a es-

pecializacao fisiologica desse fungo, comparando com outros da mesma espé-
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cie, porém de hospedeiros diferentes (Coiletotrichwn da manga e do moran
go).  Comparagoes serologicas e fisiologicas foram feitos complementarmen
te, visando mostrar que a especializagao em patogenicidade € acompanhada
por outras diferengas. Nessas comparagOes foi incluido Colletotrichum -de.

matium £. sp. eireinans que € também um patogeno da cebola.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Fungos do genero Colletotrichum foram relatados em cultura
de cebola por varios pesquisadores. Particularmente no Brasil ja em 1944,
DESLANDES (1944) mencionava a ocorréncia de trés espécies-distintas, provo
cando, respectivamente, a antracnose da cebola branca (Colletotrichum cir-—
etnans), a mela das sementéiras e a antracnose das folhas. Infelizmente,
esse pesquisador -nao fez a descrigao do agente da mela das sementeiras ao
nivel de espécie e nem apresentou evidéncias de ter feito testes de patogg
nicidade; para a antracnose das folhas apenas mencionou o fato de ser 0
fungo semelhante ao Colletotrichum gossypii var. Cephalosporioides, 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 doengas de hortali -
cas ou so fazem referéncia a antracnose da cebola de bulbos brancos (WAL -
KER, 1952) ou se referem também a outras espécies de Colletotrichum ( como
C. chardoneanun Nolla e C. allii Averna), porém sugerindo erradamente que
sejam sinonimos de ¢. circinans (CHUPP e SHERF, 1%0 ). Morfologicamente
Colletotrichum circinans € distinto de CoZZetqtricﬁum chardonianum e Colle
totrichum allii, por ter conidios curvos (ARX, 1957). Segundo ARX (1957),
Celletotrichum chardonianum e Colletotrichum allii sao- sinonimos de Colle-

totrichum gleosporioides Penz.

CAMPACCI (1962) foi o primeiro fitopatologista brasileiro a

isolar e testar patogenicamente um isolado de Colletotrichum da cebola

L
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conseguindo reproduzir os sintomds de uma doenga, entao denominada ''Cachor.
To Quenté'; que se manifestava em fase de sementeira, causando morte das
mudinhas; é ém fasé adulfa; provocando entre outros sintomas, enrolamento
das folhds: Reisolados foram enviados a Charles Walker que os identifi <
cou como Colletotrichum chardoniarum (CAMPACCI, 1962).

Na tentativa de elucidar o problema etiologicodo 'Mal dasSete
Voltas' do Vale do Sdo Francisco, AQUINO e WANDERLEY (1966) conseguiram TS
produzir os sintomas de morte em mudinhas e de enrolamento das folhas com
isolados de Colletotrichum sp. que, juntamente com um isolado de Colleto -
trichuwn chardonianum de CAMPACCI (1962), foi classificado na Holanda como

sendo Colletotrichum gleosporioides Penz (AQUINO e WANDERLEY, 1966).

Nao obstante ROBBS e RIBEIRO (1966) terem posto em duvida a
etiologia do '™Mal das Sete Voltas', conseguindo reproduzir sintomas '‘tipi-
cos' dessa doenca com isolados de Fusarium oxysporum f. sp. cepae, o fato
e que o fungo Colletotrichum gleosporioides €, independentemente dessa con

troversia, um importante problema fitopatoldgico da cebolicultura nacional

ARX (1957), em sua revisdo taxondmica sobre fungos do género
Colletotrichum, amalgamou mais de 600 especies dentro de Colletotrichum
gleosporioides Penz, admitindo algumas formas especializadas, como Colleto
trichum lindemuthianum, Colletotrichum gossypii, etc.

Esse conceito muito amplo da espécie, dando enfase a morfolo
gia, sob o ponto de vista epidemiologico, pode se tornar falho, porque nao
indica a especificidade de hospedeiros, fato muito comum entre o6s fungos,
_ particularmente, os mais desenvolvidos. Assim € interessante demonstrar ,
atraves de testes de inoculagdo cruzada, que o Colletotrichum gleosporioi-
des da cebola € o Unico que afeta a cultura da cebola e que ndo € capaz de
afetar outras plantas como, por exemplo, a mangueira. ROBBS e RIBEIRO
(1966) concluiram que a raga de Colletotrichum gleosporioides isolada da
cebola € a mesma comumente encontrada em manga, baseando-se em inoculagdes
de folha de mangueira em placas de Petri. InoculagOes desse tipo sao mui-

to falhas e sem controle experimental.

A especializagao fisioldgica pode ser acompanhada por ou-
tras caracteristicas diferenciais, como o demonstraram KIMATI (1975), tra-

balhando com Colletotrichum graminicola (Ces) Wilson (Sensu, ARX, 1957) de
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cana-de-aglcar, milho e sorgo. Dentro da propria especie Colletotrichum
gleosporioides Penz (Sensu ARX, 1957) ja havia relatos da utilizagdo da
reacdo a temperatura como critério de separacgdo de espécies ou formae spe-
ctalis (ff. sp.). Assim, EDGERTON (1915), trabalhando com 49 isolados de
Colletotrichum de 22 hospedeiros do tipo Colletotrichum gleosporoides (Sen
su ARX, 1957), classificou-os em 6 grupos distintos.

Do mesmo modo, SIMMONDS (1965), usando temperaturas de 15¢ a
36°C, conseguiu mostrar que ha possibilidade de caracterizar os isolados
de Glomerella cingulata var. cingulata, Colletotrichum gleosporioides var.
minorr, Colletotrichum acutatum, Colletotrichum orbiculare e Colletotrichun
demattum. Nesse contexto, caracterizar o Colletotrichum da cebola pelo
seu crescimento em meio de cultura a diferentes temperaturas ndo soO atinge
essa finalidade taxonomica, mas tambem contribui para o seu melhor conheqi

mento, visto ser uma espécie pouco estudada, mais problematica nas condi -
coes do Brasil.

Outra possibilidade de caracterizar isolados de Colletotri —
chum gleosporioides dd cebola dos da manga decorre do fato de o mecanismo
de resisténcia de cebola a penetragdo de Colletotrichum circinans, baseada
na presenga de pirocatécol (WALKER, 1952), nao operar contra Colletotri -
chum gleosporioides da cebola (MINUSSI, 1974; SILVA, 1976). Nessas cir -
cunsténciag, a sensibilidade de isolados da cebola ao pirocatecol, in vi-
tro, pode ser menor do que os da mangueira; ademais, a inclusao de Colleto
trichum circinans fessa comparacdo possibilitaria a comparagdo quimica in
vitro do que se observa na pratica.

No ambito da serologia aplicada a Micologia fitopatologica ,
uma analise de alguns trabalhos mostra a utilidade da serologia na distin-
cdo taxonomica, ndo sO ao nivel de espéecies (MUDHOSHING, 1964a), como tam-
bém de forma spectalis (TEMPEL, 1957, BUXTON, CULBRETH e ESPOTO, 1961, MOR
TON' e DUKES, 1966)..

Assim, citando apenas alguns exemplos, tem-se a comparagao
serologica de isolados de Fomes roseus e Fomes subroseus (MUDOSINGH, 1964),
de 6 espécies . heterotalicas de Phythophthora (MERZ, BURRELL e GALLECLY,
1969), de 8 espécies de Ceratocystis (AMOS e BURREL, 1967), de 3 espécies
de Cronartium (GOODING e POWERS, 1965).



81

KIMATI (1975) distinguiu serologicamente 3 isolados de Colle

totrichum do sorgo, milho e cana-de-agucar e afirmou que isolados de CQLQ;
totrichum do sorgo e do milho ndo sdo patogénicos a cana-de-agucar € iso-
lados de cana e sorgo nao sao patogenicos ao milho. Assim, esse mesmo au
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 a nomenclatura sugerida por MESSIAEN, LAFON e MOLOT
(1959): Colletotrichum graminicola f£. sp. sacchari, C. graminicola f. sp.

geae e C. graminteola f. sp. sorght.

Em todos esses casos ha uma dificuldade taxonomica do ponto
de vista morfologico como acontece com os fungos do género Colletotrichum
que interessam ao contexto da presente pesquisa.



4. MATERIAL E METODOS

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

Isolados Utilizados

Utilizaram-se § isolados de Colletotrichum gloesporioides e
1 isolado de Colletotrichum circinans obtidos de: hospedeiros diferentes
com sintomas tipicos de antracnose estes procedentes de varias regides

principalmente do Estado de Sao Paulo (Tabela 1). Os isolados foram

identificados e classificados de acordo com a classificagdo de ARX (1957).

Tecnica de Isolamento

Com a finalidade de se obterem culturas puras do patoOgeno fi
zeram-se os isolamentos de conidios a partir de esporos  que se formam
em condigdes de umidades elevadas; a seguir com o auxilio de uma alca de
platina transferiu-se uma parte desses conidios para o centro de uma placa
de Petri com BDA (Batata-Dextrose-Agar) e incubou-se a 26°C sob  luz con-
tinua.

Eliminaram-se contaminacgoes bacterianas por repicagem dos
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bordos da colonia obtida de discos de micé€lio em meio de Agar-Agua. Mice-
lios livres de contaminagGeslforneceram conidios para nova suspensdo, e,em
agua esterilizada plaquearam-se as suspensoes diluidas em meio de farinha
de aveia-agar (60 g. de farinha de aveia, 12 g. de agar, agua q.s.p. 1,000
ml) (KIMATI, 1966; MENTEN, 1976). A partir desses conidios obtiveram-se

isolados utilizados durante a pesquisa. Estes foram mantidos em tubos in

clinados com BDA (Batata-Dextrose-Agar) ou meio de farinha a temperatura
de 5°+2°C.

TABELA 1. Isolados utilizados durante a execugao do presente trabalho

Isolado Hospedeiro _Procedencia
Cebola 1 Cebola (Allium cepa L.), bulbo Piracicaba - S.P.
Cebola R.S. Cebola (Allium cepa L.), bulbo Santa Maria - R.S.
1B248G Cebola (AllZwm cepa L.), folha Inst. Biol. - S.P.
Manga 2 Manga (Mangifera.indiéa caule Piracicaba - S.P.
Manga 3 Manga (Mangifera'indica folha Piracicaba - S.P.
Morango Morango (Fragaria vesca L.) folha Atibaia - S.P.

4¢.1. Patogenicidade de Isolados de Colletotrichum gloeosporioides Penz
e Colletotrichum circinans em cebola

Preparo das Plantulas para Inoculacao

As cebolas Taxas Grano 502 (suscetivel) e branco chata (re
sistente (SILVER, 1976) a serem inoculadas, foram plantadas em vasos de alu-
minio com capacidade de 2,0 litros. O substrato para desenvolvimento das
plantulas foi uma mistura bem homogeneizada de solo argiloso (Terra Roxa )
peneirado, esterco de curral curtido painelado e areia grossSa na proporgao

de 2:1:1, respectivamente. Esterilizou-se este substrato em autoclave a
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127°C por 2 horas, empregando-se o mesmo apds um periodo minimo de 15 dias
depois da esterilizagao.

Os vasos foram mantidos em casa de vegetagcao a temperatura
de 22°C a 33°C (média de 26°C) e umidade relativa de 70+10%, com irrigagao
diaria.

Semearam-se densamente as populacoes a serem inoculadas e,

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

do-se nos vasos de aluminio 20 plantulas mais vigorosas.

Preparo de Inéculo

Obteve-se o inoculo atraves da transferéncia asséptica de co
nidios de cada isolado purificado para placas de Petri com meio de fari -
nha de aveia-agar.

Esta transferencia foi feita através de suspensées  coni -
diais em agua destilada estéril, pois existem observacbes de que este pro-

cedimento origina colonias com maior capacidade de esporulacao (KIMATI
1966).

»

As placas foram mantidas sob a luz continua no Biotronette
Mark III Environmental Chamber (Lab-Line Instrument, Inc.) a  temperatura
média de 26°C por 6-8 dias.

Os CODlleS foram suspensos em agua destilada pela lavagem
das placas com 30 ml de agua contendo um espalhante (Tween 80 a0 ,02%) (DUT
TA et allii, 1960) com o auxilio de um pincel fino. Estas suspensoes fo-
ram filtradas em gaze e algodao e suas concentracoes determinadas atraves
de diluigoes, ajustaram-se as suspensoes para concentragao dos x10% coni -

dios/ml e inoculou-se logo a seguir (JENKINS JR. EE,allii, 1964; LITTREL
e EPPS, 1965).

Méetodo de Inoculacdo

As inoculacoes foram feitas no solo adotando-se o critério
de aplicar 50 ml da suspensao de esporos por vaso contendo as variedades a
serem testadas (SILVA, 1976); Logo apos, os vasos foram inundados com
agua para maior espalhacdo do indculo nos vasos.
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Critérios de Avaliacdo da Reacdo dos Hospedeiros

A reagao do hospedeiro foi avaliada pelo que convencionou-se
de indice de sobrevivencia, baseado no critério modificado de COSTA‘EE'gl:
1lii (1964) para a doenga Murcha Bacteriana do tomateiro. O indice de so-
brevivencia expressa o numero sobrevivente das plantas em solo infestado
com isolados de Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum circinans
Os resultados assim obtidos foram adequadamente analisados estatisticamen-

te segundo metodologias de PIMENTEL GOMES (1966), GRANER. (1966) .

4.1.1. Inoculagao de Colletotrichum 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 suscetivel ao Colletotrichum gloeosporioides Penz
(SILVA, 1976).

O delineamento experimental foi de blocos completamente ca-
sualizados com cinco repetigdes além das testemunhas nao inoculadas. Un

bloco era representado por um vaso contendo 20 plantulas.

A semeadura foi feita em vasos de aluminio com capacidade de
2,0 litros. Para cada vaso utilizou-se 50 ml de suspensao de esporos de
concentragao 1x106 esporos/ml.

Antes da inoculacao, quinze dias ap0s a semeadura, procedeu-
se a contagem das plantas. A avaliagao da reagdo do hospedeiro e patoge-
nicidade foi baseada no critério do indice de sobrevivencia 20 dias apos

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

4.1.2. Reagao de 2 variedades da cebola aos isolados de Colletotri -
chum gloeosporioides e Colletotrichum circinans.

Neste ensaio, 2 variedades da cebola Branca Chata(suscetivel)
e Roxa Chata-Piracicaba, (resistente) foram inoculadas com os isolados de
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Cebola 1, Manga 2, Manga 3, Morango. A concentragdo do inoculo utilizado
foi de 1x106 conidios/ml (SILVA, 1976) e a inoculagdo foi realizada como
no experimento 4.1.

O delineamento experimental foi um fatorial de 2x5 com 3 re-
peticoes, cada repeticao representada por um vaso contendo 20 plantas. A
avaliacdo foi feita adotando-se critério de contagem de plantas vivas como
no experimento 4.3&.

4.2. Inoculacao dos Isolados de Colletotrichum gloeosporioides em Manga
Variedade Bourbon.

""Seedlings'' a serem inoculados foram obtidos por germinagao
dos carogos da manga variedade Bourbon em vasos contendo o mesmo solo uti-
lizado em 3.1.

As inoculagoes foram realizadas ao final da tarde (aproxima-
damente 17 horas) atraves da pulverizagao das suspensoes conidiais (de ca-
da isolado de Colletotrichum gloeosporioides — 1 de cebola, 2 da manga, e
1 de moréngo), por meio de um pulverizador manual sobre os ''seedlings'" 1
més apos o plantio. Em seguida, os '"seedlings'' foram mantidos por 24 ho-
ras em camara umida (cobertas com sacos pléstiéos - umidade relativa proxi
ma a 100%) e temperatura de 24° a 28°C.  ApoOs 24 horas de incubag@o 0s
""seedlings'' foram removidos e deixados em casa de vegetagao a temperatura
de 229 a 33°C (média 26°C) e umidade relativa de 70+10% (GOODE, 1958; LI-
TRELL e EPPS, 1965; MENTEN, 1977), por um periodo 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
Colletotrichum gloeosporioides da Cebola e da Manga.

A inoculagdo das placas contendo BDA (Batata-Dextrose-Agar )
foi realizada por transferéncia de discos de micélio (5 mm diametro) 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 iluminacao interna
reguladas as temperaturas de 12°, 18°, 21°, 25°, 289, 30° e 35°C, até quan
do o crescimento do fungo em algumas placas de Petri atingiu o diametro
das placas. As leituras referentes ao crescimento linear foram efetuadas
em intervalos de 24 horas da medida de dois diametros das colonias perpen-
diculares (EDGERTON, 1915, SIMMONDS, 1965).

Assim o crescimento diario da colonia foi obtido tirando a
média do aumento em diametro pelos 3 Gltimos dias. O crescimento das pri
meiras 24 horas nao foi considerado (EDGERTON, 1915).

4.4. Comparacao Serologica dos Isolados de Colletotrichum sp

Para obtengao de antisoro foi inoculado o antigeno de isola-

do Cebola 1 em coelho de raca Nova Zelandia de aproximadamente 3 kg. 0
antigeno foi uma suspensao de esporos, (de 2 semanas de idade) produzidos
em meio de aveia sob condicoes de luz continua, previamente lavados com

agua destilada e centrifugada (centrifuga Sorvall SS4, 10.000 r.p.m./10 mi
nutos), alternadamente, por 2 vezes consecutivas. A suspensao dos  espo
ros (aproximadamente 108/m1) foi misturada em volume igual com adjuvante

incompleto de Freund (D1FCO), seguindo-se as inoculagoes em nimero de 2/se
mana, por via intra-muscular na coxa. Essa mistura foi feita pouco an-
tes da inoculagao e, para isso, a suspensao dos esporos foi conservada em
congelador. O volume do material inoculado variou de 1 a 2 ml por cada

aplicacao e, via de regra, foi feito em total de 20 aplicagoes.

Sangrias, alem daquela para obtencao de soro normal feita an
tes da primeira inoculacao, foi feita 2 vezes por semana, a partir da pri-
meira semana apos o inicio da inoculagao. Para obtencao do soro, o san -
gue coagulado em condigdes de 59C, por uma noite, foi centrifugado, como
no caso de antigeno. Ao soro assim conseguido foi adicionado merthiolate
(etilmercuritiosalicilato de sodio a 1% na proporcao de 1/100 (V/V) e a
sua conservacao foi feita em congelador.

Antigenos para reagdes serologicas foram preparadas atraves

da maceracao de esporos produzidos em meio de aveia (cultura de 1 semana
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de idade, sob condicoes da luz continua). A maceracao foi efetuada em
almofariz, inicialmente sem e posteriormente com adigao de areia (malha 40)
lavada com acido cloridrico. Os esporos foram previamente lavados e cen-

trifugados, por 2 vezes consecutivas, como no caso de preparo de antigeno
para inoculagao.

Aos esporos macerados foram adicionados 10 a 20 ml de salina
tamponada (NaCl, 0,85%; KZHPO&— KHpPO4 0,01 M a ph 7,2), a concentracao
dessa suspensao correspondendo, aproximadamente, a 10 esporos/ml. Ao an-
tigeno assim conseguido foi colocado merthiolate 1% na proporcao de 1/100
(v/v) e a conservagao foi feita em congelador. Quando se usou areia para
maceragao foi feita uma centrifugacao prévia a 4000 r.p.m./10 minutos para
sua separagao.

Os antigenos usados nas comparagoes serologicas foram dos

isolados Cebola RS, Manga 2, Manga 3,. Morango.IB243C, aptesentados.na Tas

bela 1. - . . - . ~
Os testes serologicos foram feitos usando-se a tecnica de du

pla-difusio em gel-agar de Ouchterlony, em laminas. O meio gel constitui
de 1% agar (Agar‘Difco); KoHPO4 - KHpPO4 0,0M a pH 7.2 e 0.0,1 de merthig
late. Essa metodologia se baseou nos trabalhos de GCODING e POWERS

(1965), FIGUEIREDO (1972), KIMATI (1975) e MENTEN (1977). O esquema de
distribuicdo de orificios sobre o agar foi o de um hexagono inscrito num

circulo de 1,25 cm de diametro, tendo os orificios um diametro aproximado
de 0,25 cm.

A titulagdo de antissoro e de antigenos foi feita usando-se
também a técnica de dupla difusdo em agar, procedendo-se a diluigdo em sa-
lina tamponada, por fatores de Z(Z‘n).

4.5. A Reacdo dos Diferentes Isolados de Colletotrichum sp.as Concentra-
coes Diterentes do Acido Pirocatecoico

Foi adotada a metodologia de CLARK e LORBEER (1974) para es-
te ensaio. Por diluigoes seriais foram preparadas solugoes estoques do
acido pirocatechnico de concentragoes de 10, 100, 200, 400 e 800 p.p.m.
respectivamente.
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Essas concentracoes foram adicionadas ao meio de cultura de
BDA (Batata-Dextrose-Agar) a 529C depois da autoclavagem, assim obtendo
as concentragdes finais do acido incorporadas ao meio de cultura. Aproxi
madamente 15 ml de cada uma das concentragoes do meio de cultura foram adi
cionados em placas de Petri anteriormente esterilizadas. Houve S repeti-

gOes para cada tratamento.

Discos de micélio (0,5 cm em diametro) de cada isolado de Col
letotrichum com 3 dias de idade foram colocados no centro de cada placa

de Petri e depois foram deixados numa sala nas condigoes ambientais.

As leituras referentes ao crescimento micelial linear em ca-

da concentracao foram obtidas utilizando a metodologia em 3.3.
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5. RESULTADOS

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

5.1.1. Inoculagao dos isolados de Colletotrichum spp em variedade Te-
xa Grano 502Z.

TABELA 2. Teste de patogenicidade de Colletotrichum spp na variedade Te-
xan Grano 502.

Indice(z) de Doengatlj

Ne das folhas verdes (1) (3)

Sobrevivencia X X+0,5
Cebola 1 2,40 9,67 1,932
Cebola RS 20,00 29,31 5,867
Morango 20,00 41,55 8,31
Manga 2 20,00 43,65 8,73
Manga 3 20,00 41,79 8,35
Testemunha 20,00 43,09 8,61

(1) Avaliacdo aos 20 dias apds a inoculacdo; (2) Média de 5 repetigoes ca-
da uma representada por um vaso com 20 seedlings originais; (3) Medias

seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente ao nivel de 1% (Tu-
key) C.V. = 7.8442
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Neste experimento nota-se que somente os isolados da cebola
atacou as cebolas, porque sao parasitas congeniais. Portanto nota-se que

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

5.1.2. Reacao de 2 variedades da cebola aos 2 isolados de Colletotri
chum gloeosporioides e Colletotrichum d. circinans.

Os resultados deste experimento sao apresentados na Tabela 3

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

Indice da Doenca(1l) nas Variedades

Isolados Texas Grano 502 Roxa Chata Piracicaba Media
Sobrevi- Enfolha Sobrevi - Enfolhamen Sobrevi Enfolha-
vencia (2) mento(3) vencia(2)to(3) véncia(2)mento(3)

Cebola 1 0,00 0,00 0,00 0,00 0.n¢ 0,00

Cebola RS 19,00 14,33 20,00 - 21,00 20,00 17,667
Manga 2 20,00 24,33 20,00 34,33 20,00 29,33b
Manga 3 20,00 20,33 20,00 32,00 20,00 26,16b
Morango 20,00 26,66 20,00 37,66 20,00 30.,16b
Testemunha . 20,00 26,00 20,00 39,00 20,00 32350b

(1) Baseada na sobrevivencia e no enfolhamento (= n°® de folhas verdes) das
plantas sobreviventes; (2) Média de 3 repeticGes cada uma representada
por 20 plantas por vaso ou enfolhamento (= n° das folhas verdes) das plan-
tas sobreviventes; (3) Medias seguidas pela mesma letra nao diferem esta-
tisticamente ao nivel de 1% (Test Tukey). C.V. = 11,67.

Neste experimento isolados Cebola 1 e Cebola RS causaram in-
dice maior da doenga em termos de sobrevivencia e enfolhamento. Como em

5.1 isolados Cebola 1 e Cebola RS diferiram-se dos outros estatisticamente
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5.2. Inoculacao dos Isolados de Colletotrichum gloeosporioides em Manga
Variedade Bourbon

TABELA 4. Reagao da variedade Bourbon de manga as inoculagdes de Colleto
trichum Spp

Isolado Reacao (1)

Cebola 1 -
Cebola RS -
1B248G -
Manga 2 +
Manga 3 +
Morango -
Testemunha -

(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 forma de necrose dos bor-

dos das folhas em geral,somente 30 dias apds a inoculagao.
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5.3: Efeito da Temperatura sobre o Crescimento Linear dos Isolados de
Colletotrichum gloeosporiotdes da cebola e da manga

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

Taxa Média(l) (em cm) da Colonia do Isolado

Isolado Cebola 1 Isolado Manga 2
Temperaturas -
°C Periodo e Incubagao Periodo de Incubagdo
(Dias) (Dias)

2 3 4 Media(2) 2 3 4 Media(2)
12 0,62 0,71 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 S repeticOes/tratamento, cada uma representada por uma placa.
Medidas ba§eadas em diametro da colonia menos o diametro do inoculo semea-~
da; (2) Medias de (1) para 3 dias.

Os resultados apresentados na Tabela 5 mostram que  isolado
Cebola 1 teve maior taxa de crescimento a 28°C enquanto que o isolado da
manga 2 teve maior taxa de crescimento a 25°C.  Isolado Cebola 1 mostrou
maior taxa de crescimento ds temperaturas baixas e altas enquanto que foi
o contrario para isolado manga 2 especialmente as temperaturas baixas. Os
mesmos resultados constam no grafico 1.
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Grafico 1 — Efeito da temperatura sobre o crescimento linear dos

isolados de Colletotrichum gloeosporiodes da Cebola

e da Manga.
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5.4. Comparacdo Serologica dos Isolados de Colletotrichum Spp

5.4.1. Testes Serologicos.

Testes de dupla difusao em agar realizados com soros obtidos
na primeira sangria (SN) e nas sete subsequentes (AS-1 a AS-7)- contra

antigenos homologos a 25°C, mostraram os resultados expressos na Tabela 7.

TABELA 7. Reacgoes serol5gicas 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 anti-
geno e dos isolados Cebola RS, Manga 2, Manga 3, Morango,e

IB248G.
Periodo de Codigo Reacgao(a) dos Soros aos Antigenos
Incubagao - de
(dias) Soro Cebola 1 Cebola RS Manga 2 Manga 3 Morango
0 SN - = . . . -
14 AS-1 + - - - -
21 AS-2 + - - - -
28 , AS-3 + = = = =
35 AS-4 + - - - -
42 AS-5 + = = : -
49 AS-6 + ~ - - -
56 AS-7 + - - - -

(a) +: Presenca de linhas de precipitagao

-: Ausencia de linhas de precipitagao

Os resultados apresentados na Tabela 7 mostram que houve rea
c3o somente com antissoro homologo. Verificou-se também que o coelho era

imunizado 14 dias apOs a aplicacgdo da primeira injecgdo.
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%.5. Resposta de Diferentes Isolados de Colletotrichwn a Concentragoes
Crescéntes do Acido Pirocatecoico.

TABELA 6. Resposta de Diferentes Isolados de Colletotrichum a Concentra -
coes Crescentes do Acido Pirocatecoico.

Diametro médio (1) da coldnia (em cm) nas concentracgoes,
em ppm do acido pirocatecoico indicadas

Isolado
0 100 200 400 800
Cebola 1 2,80 3,00 2,64 2,99 2,78
Cebola RS 2,68 3,45 0,00 0,00 0,00
Manga 2 5,13 4,68 3,38 3,01 0,00
Manga 3 6,14 7,20 5,08 4,58 3,48
Morango 4,42 4,18 - 2,28 3,68 1,98

(1) Média de 4 repetigdes, cada repeticao representada por 1 placa de Pe -
tri; crescimento ao fim de 4 dias de incubagao em estufa a 28°C.

Os resultados deste experimento mostram que somente isolado
Cebola RS foi o Gnico que nao conseguiu crescer a concentragao acima de
200 ppm.  Isolado Manga 3 cresceu melhor em todas as conéentragBes exceto
800 ppm. (Tabela 6).
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6. DISCUSSAC

Um dos conceitos taxonomicos aplicados na classificagao de
fungos do genero Fusarium € de que somente caracteres moffolégicos devem -
ser usados para se delimitar espécies e todas categorias superiores (SNY -
DER e TOUSSON, 1965). Apesar de hoje ainda a taxonomia de Fusarium com -
portar opiniGes diferentes (TOUSSON e NELSON, 1975; BOOTH, 1975), esta cla
o que ARX (1957) ao estudar o genero Colletotrichum tentou basear-se na-
quele conceito, desenvolvido por SNYDER e HANSEN (1940, 1941 e 1945). As-
sim baseando-se na forma e tamanho dos conidios, ARX (1957) escolheu para
a fase imperfeita de Glomerella cingulata (Stonem.) Spauld. o nome Colleto
trichum gloeosporioides Penz. colocando em sinonimia mais de 600 espécies
anteriormente descritas. Dentro dessa espécie morfologica admitia espe -
cializagoes fisiologicas; porém ndo seguiu a nomenclatura de indicar for-
mae spectalis como o fizeram SNYDER e HANSEN (1940) com as formas especia
lizadas de Fusarium ozysporum. Trabalhos taxondmicos sobre formas espe -
cializadas de Colletotrichum gloeosporioides, levados a efeito mais recen-
temente, mostram uma tendencia de se adotar o conceito amplo da especie se
gundo ARX e a nomenclatura de formae specialis.  Assim KIMATI (1970), ao
descrever a forma peritecial do agente da antracnose do feijoeiro denomi -
nou-o Glomerella cingulata (Stonem.) v. Spauld f. sp. phaseoli. Tambeém ,
MENTEN (1977) ,no seu trabalho sobre o agente causal da antracnose das cu -
curbitaceas, reconhecido como uma forma especializada, mas morfologiéamen-
te indistinguivel da espécie basica Colletotrichum gleosporioides, sugeriu
ter sua nomenclatura alterada para Colletotrichum gloeosporioides £. sp.

cucurbitae (Berk et Mont.) n. comb. .
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Estendendo-se este ponto de vista para as demais formas de
Colletotrichum gZoeosporioideé especializadas sobre determinados grupos de
hospedeiros, MENTEN (1977) sugeriu que sejam chamados de Colletotrichun
gloeosporioides ff. spp. phaseoli, malvarwm, musae,etc., em substituigaoas
especies Colletotrichum Lindemuthianum, Colletotrichwn malvarwn, Colleto -~
trichun musae, etc., respectivamente; Colletotrichum gloeosporioides Penz.
incluiria os patogenos polifagos e os sapréfitas com caracteristicas morfo

logicas coerentes com as delimitacoes da espécie proposta por ARX (1957).

SINGH, PRASAD e MATHUR (1966), fazendo um estudo taxonomico
do fungo da antracnose de Dioscorea alata L., dénominaram—no Colletotrt -
chum gloeosporioides f. sp. alatae; e MENTEN (1977) ,ao estudar a morfolo-
gla, patogenicidade e serologia de isolados do Colletotrichwn de cucurbita
ceas, denominou-os Colletotrichum gleosporioides f. Sp. cucurbitae,ao mes

mo tempo que sugeriu a conveniencia de se estender essa nomenclatura trino
mial a outras formas especializadas.

Nesse contexto os resultados dos ensaios de inoculagac, mos-
trando que somente isolado congenial de Colletotrichwun gloeosporioides afe
ta as tres variedades de cebola, justifica sugerir aqui a nomenclatura de
Colletotrichum gloeosporioides f. sp. cepae.  Inoculagoes dos mesmos iso-
lados em manga, mostrando também que somente isolados congeniais conseguem
provocar sintomas em manga, refofgam a sugestao acima mencionada ao mesmo
tempo que refutam a afirmacao de ROBBS e RIBEIRO (1966) de que o Colleto -
trichum gloeosporioides da cebola € o mesmo que ocorre na manga. A propo-
sito das inoculagoes efetuadas por ROBBS e RIBEIRO (1966) em folhas desta--
cadas, in vitro, cumpre lembrar que ja ha muito tempo SHEAR e WOOD (1907),
analisando inoculagoes cruzadas com isolados de Colletotrichum gloeospori-
otdes de diferentes hospedeiros, comentavam: inoculagoes artificiais intro
duzindo conidios no tecido do hospedeiro ou aplicando-se na superficie de
frutos maduros ndo sdo conclusivas; o Gnico teste conclusivo & aquele fei-
to por cuidadosos experimentos de infecgao usando plantas vivas, em desen-
volvimento (como empregadas nos presentes experimentos de inoculagao cruza
da). Uma folha destacada pode ser vista simplesmente como um meio de cul
tura e o fato de que esses organismos podem crescer sobre ela nao  prova

que cresceria sobre a planta como um parasita.
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A distingao patogenica de Colletotrichum gloeosporioides f£.
Sp. cepae com relagao ao Colletotrichum gloeosporioides da manga € acompa-
nhada pela diferenca de crescimento em diferentes temperaturas (Tabela 3).
Essa caracteristica, ja utilizada anteriormente por EDGERTON (1915) e por
SIMVONDS (1965), na distingao taxonomica de espéciés de Colletotrichum

2

tros isolados de Colletotrichum gloeosporioides a essa temperatura, cres -
cem melhor que o isolado da cebola.

Sob o ponto de vista seroldgico, os isolados de Colletotri -
chum gloeosporioides da manga sao distintos de Colletotrichum gloeosporiot
des da cebola. Entretanto, como um isolado de Colletotrichum gloeospori-
oides patogénico a cebola também ndo reagiu serologicamente com o antisso-
ro, ha necessidade de mais estudos para se comprovar em que nivel taxonomi-
co € valido o criterio seroldogico. Vale lembrar que DESLANDES (1944) ja
citava varios tipos de Antracnose em cebola, aleém da Antracnose de cebola
branca. -

O Colletotrichwn dematium f. sp. circinans (Berk) v. Arx,
agente da Antracnose da cebola branca ("Onion Smudge'), € um fungo morfo-
logicamente bem distinto de Colletotrichum gloeosporicides, apesar da con-
fusao de CHUPP e SHERF (1960) que colocam Colletotrichum zhcrdoniana Nolla
e Colletotrichum allii como seus sinonimos. Esses dois Ultimos fungos
sao considerados por ARX (1957) sinonimos de Colletotrichum gloeosporioi -
des. A diferenca morfoldgica € acompanhada na capacidade patogénica pois
Colletotrichum dematium circinanas, em inoculagoes de ''seedlings', provoca
sintomas muito menos drasticos do que Colletotrichum gZoeosporioidesf&gmcg
pae, nao causando motte imediata das plantas inoculadas, nem mesmo de cebo
la branca, o que pode ser comprovado nas Tabelas 2 e 3. Entretanto, dife
rindo de isolados de Colletotrichum gloeosporioides nao congeniais, Colle-
totrichum dermatium circinans -causa acentuado subdesenvolvimento das plan=
tas, quando inoculadas em fase de ''seedlings'' mesmo de variedade pigmenta-
das como Texas Grano 502 e Roxa Chata (Tabela 2 e 3), fato que,aparentemen

te, nao esta descrito na literautura consultada.
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Com efeito, segundo CHUPP e SHERF (1960), WALKER (1952), os
sintomas de Colletotrichum dematium circinans se circunscrevem as escamas,
porcoes inferiores, sem pigmento, das folhas. Sendo o isolado de CbZZetQ
trichum drmatium cireinans, utilizado no presente trabalho, proveniente do
Rio Grande do Sul, onde, como em todo Brasil, predémina o cultivo de cebo-
las coloridas, os resultados experimentais podem ter alguma conexao com a
importancia real do problema nas condigoes de campo.  Segundo ELOCY MINUS
SI (commicagao pessoal) Colletotrichum dermatium circinans  tem sido iso

lado com frequencia de material de cebola colorido, no Estado de Rio Gran-
de do Sul.

0 fato ja comprovado de qué a resistencia a Colletotrichum
gloeosporioides da cebola nao esta correlacionada com a cor da cebola, con
trariamente a que acontece no caso da resistencia a Colletotrichum derma-
tium eircinans (SILVA, 1976), encontra nos resultados do presente traba-
lho (Tabela 6) evidéncias que o apoiam quimicamente. O mecanismo de re -
sistencia da cebola a Colletotrichum gloeosporioides nao pode ser devida
a presenca de acido pirocatecoico, como no caso da resisténcia a Colleto -
trichun dermatium circinans  (WALKER, 1952),de vez que o fungo se mostra

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

Do presente trabalho, pode-se tirar as conclusoes seguintes:

Apenas isolados congeniais de Colletotrichum gloeosporioides Penz (sen
su ARX, 1957) da cebola conseguem causar doenca em cebola, pelo que
se lhes sugere a denominagao Colletotrichum gloeosporioides f. sp. ce-

pae.

Isolados dessa forma especializada podem ser distinguidas de isolados
da manga por suas caracteristicas patogenicas e de crescimento em dife
rentes temperaturas.

A validez da serologia para caracterizar isolados especializados da ce

bola precisa ser determinada com mais estudos.

0 acido pirocatecoico responsavel pela resisténcia das cebolas colori-
das a Colletotrichum dematium circinans € altamente fungitoxico a es-
se fungo mas nao a nenhum dos isolados de Colletotrichun gloeosporioi-
des testados.
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8.  SUMMARY

In this work the nomenclature and taxonomic position of the
causal agent of onion disease locally(knoﬁn as '"Mal das Sete Voltas'" in
Brazil was studied. According to the results obtained herein, it was con
sidered pfoper to establish a forma specialis of Colletotrichum gloeospori

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

Six isolates of Colletotrichum spp. five of which were Colle
totrichum gloeosporioides Penz and one Colletotrichumn dematium f£. sp. cir-

ctnans were obtained from different hosts growing in different regions.

Experimental inoculations were effected using-a conidial sus
pension of lxlO6 conidia/ml in onion seedlings aged 15 days planted in a
greenhouse. 20 days after the inoculation the symptoms were always well
established 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. (Colletotrichum dematium
f. ép. ecireinans), another congenial isolate of onion, did not show a pro-
nounced effect on onion plants; it did not provoke an immediate death of
piants innoculated with it. |

Isolate Cebola 1 differed from isolate Manga 2 (also a Colle
totrichum gloeosporioides 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 vitro'.

The serological test cf double diffusion in agar showed that
the 2 isolates of Colletotrichum gloeosporioides (Sensu ARX, 1957) Penz we
re different antigenically although they could not be distinguished patho-
genically. The rest were both pathogenically and antigenically different
from isolate Cebola 1.
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