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CARACTERIZACAO MORFOLOGICA, FISIOLOGICA,
SEROLOGICA E ELETROFORETICA DE Colletotrichum
gloeosporioides "SENSU" ARX, ISOLADOS DE PIMENTAO
(Capsicum annuum L.. E JILO (Solanum
gilo RADD.), E SEU CONTROLE QUIMICO

Autora: Rosa Maria Ferreira Vianna Pereira

Orientador: Prof. Dr. H%roshi Kimati

RESUMO

Com o objetivo de reestudar formas de
Colletotrichum, que ocorrem em pimentdo (Capsicum annuum L.)
e Jildé (Solanum gilo Radd), com auxilio de serologia e
eletroforese, bem como pesquisar e selecionar, "in vitro" e em
casa de vegetacdo, novos produtos quimicos para controle de
antracnose, foram feitos experimentos que pudessem contribuir
para elucidar as relagdes entre Colletotrichum gloeosporioides
e seus hospedeiros.

Os 1isolados obtidos de pimentdo e 3jild se
diferenciaram pela morfologia do apressério, sendo os
primeiros lobados e de paredes finas e os outros com forma
arredondada e de parede grossa. A largura dos conidios mais
que o comprimento é um fator de distincdo entre os dois

grupos.
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Os dois grupos de isolados de C.

gloeposporioides mostraram especificidade fisioldgica:

- A temperatura o6tima de crescimento para os isolados de
pimentdo ficou estabelecida entre 24-26°C, sendo que no teste
de patogenicidade foram agressivos aos frutos destacados de

pimentdo e jilé:;

- A temperatura 6tima de crescimento para os isolados de jilé
ficou compreendida entre 18-21°C, sendo que exibiram

especializagdo fisioldégica na patogenicidade.

O teste de ELISA-indireto mostrou que os
determinantes antigénicos entre os grupos foram semelhantes e
a distingdo entre os isolados foi observada através da
eletroforese do padrdo esterase, com a presengca de uma banda
diferenciadora.

Alguns fungicidas, a excegdao do benomyl,
mostraram potencial no controle da antracnose, como o
tebuconazole e sobre o crescimento micelial, como o

tricyclazole, pyremetanil, carbendazin e cyprodinil.
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MORPHOLOGICAL, PHYSIOLOGICAL, SEROLOGICAL
AND ELECTROPHORETIC CHARACTERIZATION, AND
CHEMICAL CONTROL OF Colletotrichum
gloeosporioides SENSU ARX, ISOLATED FROM
BELL PEPPER (Capsicum annuum L.) AND JILO
(Solanum gilo Radd.)

Author: Rosa Maria Ferreira Vianna Pereira
Adviser: Prof. Dr. Hiroshi Kimati

SUMMARY

Cultures of cColletotrichum isolated from bell
pepper (Capsicum annuum L.) and jilo (Solanum gilo Radd) were
characterized using serological and electrophoretical methods
in an attempt to better understand the relationships between
Colletotrichum gloeosporioides and its hosts. Also, the
effectiveness of new chemical compounds in controlling
antracnose was evaluated both in greenhouse and in vitro
experiments.

Isolates from bell pepper and jilo differed with
respect to apressorium morphology. In the former, apressoria
were lobated and thin-walled whereas in the latter, they were
round-shaped and thick-walled. Conidia width rather than
length also could be used to distinguish the two groups.

Physiological specificity was noted between the

two groups of isolates:
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- Isolates from bell pepper were aggressive to detached fruits

of both bell pepper and jilo, and had an optimal growing

temperature between 24-26°C.

- Isolates from jilo showed physiological specificity, being
aggressive only to detached fruits of jilo, and had an optimal

growing temperature between 18-21°C.

Indirect ELISA tests indicated similar antigenic
determinants between isolate groups. However, the two groups
could be distinguished based on the electrophoretic banding
pattern of esterase.

Some fungicides, with the exception of benomyl,
inhibited the micelial growth of the fungus "in vitro"
(tricyclazole, pyremetanil, carbendazin e cyprodinil), and
showed potential controlling effect of antracnose

(tebuconazole).



1. INTRODUCAO

A antracnose, causada por Colletotrichum
gloeosporioides sensu Arx (1957), € uma das principais doengas
dc pimentdo (Capsicum annuum 1L.) e outras solandceas, sendo

particularmente importante em frutos maduros. Via de regra,

]

carreta perdas devido a infeccdo latente (JEFFRIES et al.,

s
O
(k9]
(@)

} e, quando o fruto amadurece, se manifesta na forma de
lesdes circulares, deprimidas e com didmetro varidvel. Este
tipo de infeccdo nao é normalmente visivel até a época da
colheita e como o periodo de laténcia pode ser 1longo, as
perdas podem ser proporcionalmente maiores que as do campo,
devido a gastos com a condugcdao da cultura, colheita,
transporte e armazenamento.

Apesar de fungos do género Colletotrichum terem
sido bastante estudados, ainda permanecem muitas dividas com
relacdo a varios aspectos biolégicos; um deles se refere as
complexas relagdes entre as vdrias espécies envolvidas e seus
espectros de hospedeiro.

Taxonomicamente, o sistema de classificacéao
morfoldgica e sintética de ARX (1957), seguido por muitos

pesguisadores, tem sido contestado por outros, havendo uma
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tendéncia a reestudos & luz de novas metodologias, como a
serologia e eletroforese que completam os estudos morfoldégicos
e fisiolégicos. Efetivamente, dentro dos amplos limites
morfolégicos definidos para a espécie C. gloeosporioides, ARX
(1957) deve ter amalgamado fungos diferentes dentro desta
espécie.

Pelo exposto, o presente trabalho objetivou um
reestudo de formas de Colletotrichum que ocorrem em pimentdo
e Jjilé (Solanum gilo Radd), com auxilio de serologia e
eletroforese.

Tendo em vista a importdncia da doenca e
auséncia de trabalhos sobre o controle quimico, realizou-se
também a pesquisa de selecdo "in vitro" e de casa de vegetacao
de novos produtos quimicos. Simultaneamente, procurou-se, com
os testes "in vitro", detectar eventuais diferencas na
sensibilidade das formas de Colletotrichum que poderao ajudar

na diferenciacao taxonémica.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Taxonomia do Colletotrichum

A preocupacdo com a posigdo taxondmica do agente
causal da antracnose do pimentdo (Capsicum annuum L.) remonta
& década de vinte, quando HIGGINS (1926) revisou a descricéo
dos patdgenos daquela doenga, ao mesmo tempo que lancou novas
propostas para melhor elucidar o problema. Em seus trabalhos
com aquela cultura, fez testes de inoculacdo em frutos verdes
e maduros, reisolou e identificou os agentes estudados,
caracterizando as espécies: Gloeosporium piperatum E. & E.
(acérvulos sem setas), Colletotrichum nigrum E & E.
(acérvulos com muitas setas) e Glomerella piperata (Stoneman)
Von Schrenk & Spaulding, um ascomiceto com peritécios.
Considerou que o primeiro atacava os frutos em qualquer
estdagio de desenvolvimento, embora fosse raro nos cultivos de
pimentdo; a segunda e a terceira espécies considerou como
parasitas de frutos feridos. Assim, através dos resultados

obtidos, refutou a opinido de DASTUR' (citados por HIGGINS,

* DASTUR, J.F. Glomerella cingulata (Stoneman) Spauld. and V.
Sch. and its conidial forms, Gloeosporium piperatum E.
and E. and Colletotrichum nigrum E. and Hals. on
Chillies and Carica papaya. Ann. App. Biol. 6:245-268,
1920.
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1926), de que Gloeosporium piperatum e Colletotrichum nigrum
representam o mesmo fungo e gque ambos sdo idénticos a
Glomerella cingulata.

HIGGINS (1926) nao se referiu ao trabalho de
Sydow* (citado por ROBERTS et al. 1990), que em 1913 descreveu
o agente causal da antracnose da pimenta (Capsicum frutescens
L.) como Vermicularia capsici, mais tarde reclassificado como
Colletotrichum capsici (Syd.) Butler e Bisby por DUKE? (citado
por CHUPP, 1964).

Observa-se que até entéo, o} género
Colletotrichum, estabelecido por Corda, em 1831, caracterizado
por conidios hialinos, fusiformes e por acérvulos com setas,
era confundido ou sobreposto aos géneros Vermicularia Tode e
Gloeosporium Desm. & Mont. (BAXTER et al., 1985).

Entretanto, na década de cinquenta, a
similaridade entre Colletotrichum e Gloeosporium e entre
Vermicularia e Colletotrichum Jj& estava bem estabelecida
(JEFFRIES et al., 1990), Jj& que se observou que espécies
enquadradas como Gloeosporium, devido & auséncia de setas, as
produziam em certos substratos e Vermicularia e Colletotrichum
também foram consideradas como sendo o mesmo fungo (BAXTER et

al. 1985).

'Sydow, H. Beitrdge zur Kenntnis der Pilzflora des siidlichen
Ostindiens I. Ann Mycol. XI:329-330, 1913.

:DUKE, M.N. The genera Vermicularia. Mycologia, 17:213-217,
1928
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Foi ARX (1957) que rearranjou o dgénero
Colletotrichum, tendo concluido gque fungos anamdrficos
Colletotrichum, Vermicularia e Gloeosporium pertenciam ao
mesmo género. O conceito do género Colletotrichum foi entéo
anpliado, embora o numero de espécies tenha sido reduzido de
centenas para onze. Aquele autor indicou © nome
Ccolletotrichum gloeosporioides Penz. para a fase conidial de
Gilomerella cingulata (Stonemn.) Spauld e V. Schvent,
caracterizado por conidios cilindricos ou elipticos. O género
Vermicularia capsici foli enquadrado como uma das 600
sinonimias de C. gloeposporioides. Colletotrichum capsici
{Syd. Butl et Bisby), foi redefinido como sinonimia de C.
dematium (Pers. ex Fr.) Grove, considerado como tendo conidios
falcados, fase telemérfica Glomerella tucumanensis (Speg.) V.
Arx e E. Muell.

SMITH et al. {(1958) referem-se aos agentes da
antracnose de Capsicum frutescens L. como Colletotrichum
piperatum (E. & E.) E. & H. e C. capsici, contradizendo
HIGGINS (1926). SMITH et al. (1958) nao fazem nenhuma
referéncia aos trabalhos de ARX (1957).

SIMMONDS (1965), reestudando espécies de
Colletotrichum na Austrdlia, discutiu caracteristicas
culturais, reacdes de temperatura, tamanho e forma de conidios
e amplitude de hospedeiros. Baseando-se nestes resultados,
propos novas designagdes para C. gloeosporioides. Segundo

este autor, algumas espécies vegetais podem ser hospedeiras -
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para mais de uma espécie de Colletotrichum, citando como
exemplo o pimentdo. De fato, em testes de patogenicidade,
obteve respostas positivas para C. gloeosporioides var.
gloeosporioides, C. gloeosporioides var. minor, C. acutatum,
C. dematium e C. atramentarium. Concluiu que apesar dos
estudos de ARX (1957) terem sido feitos para simplificar a
classificagcdo do Colletotrichum, tornar-se-ia inevitdvel que
algumas espécies necessitariam ser separadas em novos
agrupamentos.

As sugestodoes elaboradas por SIMMONDS (1965)
vieram reforcar as de SUTTON (1962), o qual afirmou que as
sinonimias propostas por ARX (1957) haviam sido baseadas em
justificativas experimentais insuficientes e em citagdes ou
exames inadequados do material original. A questdo que ARX
(1957) quis eliminar, a de nomear fungos morfologicamente
semelhantes de acordo com o seu hospedeiro, foi resgatada por
SIMMONDS (1965).

Mais recentemente, SUTTON (1980) considerou que
apesar de ARX (1957) ter compactado o género Colletotrichum
em onze espécies, onde nove formas foram reconhecidas como
Glomerella cingulata (C. gloeosporioides (Penz.) Sacc.) e trés
em C. dematium (Pers. ex. Fr.) Grove, sendo que muitas
sinonimias foram colocadas em C. gloeosporioides, C.
gramminicola (Ces.) Wils. e C. dematium, o nimero de taxa estd
novamente aumentando, devido a novos estudos e reavaliacgdes.

Entretanto, SUTTON (1980) reconheceu que os C.
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separacao dos elementos subespecificos nédo podia ser feita a

B

poca. Destaca-se aqui que este autor mantém como espécie C.
capsici, diferentemente de ARX (1957) que a considerou como
sinonimia de C. dematium (Pers.: Fries) Grove.

Essa divergéncia de classificacdo talvez

1

xpligque a opcado de diversos autores em insistir com a
denominacdo de Colletrotrichum capsici, em trabalhos que
envolvem hospedeiros diversos como tomate, algodao e pimentéao
(MATIZLLO, 1988; PRAKASAN et al., 1989; McCLEAN et al., 1991;
ROBERTS et al. 1990; MORDUE, 1971a). No entanto, a descrigao
que estes autores fazem dos isolados, como tendo conidios
falcados com extremidade afilada, nao corresponde aquela de C.
gloeosporioides, onde os conidios sé&o cilindricos com as
extremidades arredondadas (GUNNELL et al. 1992; MORDUE,

1871b).

2.2. Critérios de Caracterizacao

2.2.1. Morfolégico-Culturais

Em todos os trabalhos 3j& citados, a énfase na

taxonomia foi dada a morfologia dos conidios, tipo de

apressorio e presenca ou auséncia de setas.
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Baseando-se no tamanho dos conidios, ROBERTS et
al. (1990) denominaram Colletotrichum capsici a isolados
patogénicos de pimentdo, caracterizados por conidios falcados
com tamanho de 14,3 - 35,1 u de comprimento e 2,6-5,2 u de
largura e numerosas setas; ndo fizeram qualquer referéncia a
apressorios ou qualquer outra técnica de identificacao.
Entretanto, GUNNELL et al. (1992) destacam que
a morfologia dos conidios, mais que o tamanho, é um dos
critérios mais importantes para a separagcdao de espécies.
Outras caracteristicas também foram consideradas por estes
autores, como a curva de crescimento, resposta & temperatura
e presenca e auséncia de setas, em espécies de Colletotrichum
patogénicas ao morango. Dentro deste género e cultura, SMITH
(1990) ja& havia estudado aquelas caracteristicas, além de
outras, tendo observado que todos os isolados de
Colletotrichum, inclusive C. gloeosporioides, produziam massa
de conidios de coloracdo résea a laranja. Considerou que a
coloracdo dos isolados frequentemente se sobrepde e por isso
ndo poderia servir como um critério de separacdo de espécies
e isolados.
Além dos conidios, o apressério é enfatizado por
outros pesquisadores, como pardmetro para classificacdo.
O processo de infecgdo do Colletotrichum capsici
em Capsicum annuum foi estudado por ADIKARAM et al. (1983),
onde caracterizaram o apressério como tendo a forma

triangular, coloracdo marrom e medindo 3 u de diémetro.
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A morfologia e ndo o tamanho do apressoério € um

fator de diferenciacdo de espécies e isolados para

Colletotrichum, segundo COX et al. (1988), os guais observaram

gue alguns isolados de C. gloeosporioides produzem apressorios

profundamente lobados e outros isolados apressdrios néao

lobados. Ja em C. graminicola, KOZAR et al. (1978) relataram

gue o apressério era escuro, sendo semelhante a um

clamidosporo e de formato arrendendado ou piriforme e as vezes
irregular e lobado.

A morfologia muito varidvel dos apressérios de
C. gloeosporioides isolado de morango, levou GUNNELL et al.
{1992) a concluirem que este estudo nao foi util para separar
aguela espécie das demais.

A germinacao dos conidios e a consequente
formacdo dos apressoérios, bem como o crescimento micelial, sao
afetados pela temperatura.

Desde hd muito, observou-se que a faixa de
temperatura 6tima para a germinacdo dos conidios € maior do
que a de formacdo do apressdério, assim como pode diferir para
a producdao de conidios. O efeito da temperatura sobre estes
fatores foram demonstrados para C. lindemuthianum isolado de
feijdao (MATHUR et al. 1950) e para C. phomcides isolado de
tomate, (KENDRICK et al. 1948). Nesta ultima espécie, os
autores relataram que temperaturas entre 24 a 28°C foram mais
favordveis a esporulacdao, germinacdao de esporos, crescimento

e infecao.
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Em Colletotrichum lagenarium, ISHIDA et al.
(1969) obtiveram resultados onde os conidios foram capazes de
germinar a 32°C, embora tivessem perdido a capacidade de
formar apressdrio.

Para isolados de €. gloeosporioides, foi
observado que temperaturas acima de 32°C, inibiam a
esporulacdo e portanto que estresse causado por temperaturas
elevadas foli prejudicial ao desenvolvimento "in vitro" (SLADE
et al., 1987).

Estudos "in vitro" realizados por FRANCISCO NETO
et al. (1994) em C. gloeosporioides isolados do maracujd,
apontaram que a germinagdo dos conidios foi mais rdpida em
temperaturas entre 30-33°C e que o desenvolvimento radial do

micélio foi pior & 20-22°C e melhor a temperatura de 25°C.

2.2.2. Patogenicidade e Eletroforese

Diferentes comportamentos de isolados de
Colletotrichum podem ser evidenciados por sua patogenicidade
ou viruléncia.

A patogenicidade dentro de espécies de
Colletotrichum € uma caracteristica muito varidvel e esta
instabilidade patogénica ficou evidente no trabalho de CASELA

et al. (1994), que mostraram esta variabilidade em isolados
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monoconidiais de C. graminicola, provenientes de uma unica
lesdo de antracnose em sorgo.

Inoculagdes de C. gloeosporioides feitas em
berinjela, pimentdo, jildé e tomate evidenciaram diferengas de
viruléncia entre os diversos isolados, de acordo com estudos
feitos por TAKATSU (1970). Da mesma forma, MADEIRA et al.
{1987) inocularam berinjela, por ferimentos, com uma suspensao
de 10° conidios/ml, provenientes de quatro isolados de C.
gloeosporioides, sendo que por este método os autores
conseguiram diferenciar os isolados.

A classificacdo de 48 isolados monoconidiais de
C. gloeosporioides obtidos de Capsicum spp., foi feita por KIM
et al. (1986), tendo sido possivel dividi-los em dois grupos,
derendendo se eles infectavam frutos verdes, maduros ou ambos.

Evidéncias da especializacao patogénica do C.
gloesporioides em relagdo a Capsicum, Solanum melongena e S.
gilo, foram enfatizadas por FERNANDES et al. (1994a), que
relataram a ocorréncia de um grupo patogénico em frutos de
berinjela e jildé e outro em pimentdo. A partir de 15 isolados
monocondiais obtidos daqueles frutos, foi possivel diferenciar
os dois grupos com base nas caracteristicas morfoldégicas -
culturais, além da patogénica.

A correlacdo entre patogenicidade e distincéo
genética em C. gloeosporioides foi demonstrada por BRAITHWAITE

et al. (1990) através da andlise molecular.
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Dentro desta 1linha, HAYDEN et al. (1994)
distinguiram, através de testes de patogenicidade e marcadores
RAPD (random amplified polymorphic DNA), bidtipos de C.
gloeosporioides e de outros isolados, obtidos de cinco
espécies de frutos diferentes. Com esta metodologia foi também
possivel diferenciar C. acutatum, C. musae um do outro e ambos
de C. gloeosporioides.

A presenca ou atividade de proteinas e enzimas,
presentes em extratos de micélio ou conidios dos fungos, pode
ser visualizada e separada através de eletroforese, na forma
de bandas coloridas (ALFENAS et al., 1989), sendo due
presentemente é usada para obtencdo de dados taxondémicos
{BONDE et al., 1991).

A eletroforese permitiu a PARK et al. (1987) a
diferenciacdo de C. gloeosporioides, C. dematium e
Gloeosporium fructigenum, isolados de Capsicum annuum, através
de diferencas no padrdo de isoenzimas como esterase, leucina
aminopeptidase, fosfatase 4&cida e transaminase glutémica
oxaloacética.

Dentro de C. gloeosporioides, foi demonstrado
que padrdes eletroforéticos de proteinas, extraidas de
conidios de 14 isolados, foram idénticos embora distinguiveis
quanto aos seus niveis de patogenicidade (DALE et al., 1988).

Considerédvel variagdo de viruléncia entre 5

populacdes de C. gloeosporioides, isolados de Stylosantes
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guianensis, foi detectada por LENNE et al. (1990), apesar da
diversidade dos padrdes isoenzimicos ter sido muito restrita.

A correlacdo entre viruléncia e padrodes

D

sletroforéticos de isoenzimas de isolados de C. orbiculare nao

h

o1 constatada por REGO et al. (1994), embora estes perfis
fossem importantes na deteccao da variabilidade desta espécie.

A comparacdo de isoenzimas a fim de identificar
espécies de Colletotrichum em morango, permitiu que BONDE et
al. (1991) diferenciassem C. fragariae de C. gloeosporioides,
assim como obtivessem diferengas entre C. coccodes e C.
trifolii, sendo que estes autores sugerem o uso desta técnica
na 1identificagdo de espécies de Colletotrichum dentro de

diversos hospedeiros.

2.2.3. Serologia

Além destes métodos mals recentes, o uso da
serologia tem~-se mostrado hd muito como um técnica uUtil no
estudo das relacgdoes filogenéticas de fungos fitopatogénicos
(FIGUEIREDO et al., 1977), permitindo separar componentes
antigénicos da célula microbiana, auxiliando na classificacéo

¢ taxonomia (SHATTOCK, 1955).
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Em Fusarium, TEMPEL' (citado por FIGUEIREDO et
al., 1977) diferenciou racgas fisiolégicas de F. oxysporum,
inoculando coelhos por via intraperitonial, endovenosa,
subcutdnea e intramuscular, com diferentes preparacdes de
Fusarium. Usou testes de microaglutinagdo, microprecipitina e
dupla difusdo em dgar. Nos testes de aglutinag¢édo, verificou
que os microconidios se aglutinavam nos tubos, dificultando a
leitura. Com os testes de precipitina, as reag¢des apareceran
nos antissoros e ndo nos soros normais.
De acordo com o autor, o método mais adequado para a
diferenciacdo das formas especiais foi o de dupla difusdo em
agar.
Dentro daquele mesmo género, BUXTON et al.
(1961) usaram testes soroldgicos para separar formas especiais
e ragas fisiolégicas. Coelhos foram imunizados com esporos
de F. oxysporum Sch. f. cubense (E.F.Sn.) Wr. & Rcink e F.
oxysporum psii. Os antissoros obtidos foram estudados, contra
antigenos de 23 formas e ragas fisioldgicas e assim
caracterizou-se ragas de F. oxysporum f. cubense e F.

oxysporum f. pisi.

'TEMPEL, A. Serological onderzoeck bij F. oxysporium. Meded
- Landb Hoorgesh Wageningen, 59:1-60, 1959.
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FIGUEIREDO (1972) imunizou coelhos com
suspensdes de conidios de Ascochyta phaseolorum, por meio de
injegdes intra-musculares e usou extratos de esporos como
antigeno reagente, conseguindo identificar a espécie e
posteriormente, (FIGUEIREDO et al., 1974) diferenciaram A.
phaseolorum e outras espécies de Ascochyta morfologicamente
semelhantes.

LEITE et al. (1994) estudando a variabilidade de
Elsinoe fawcetti, isolado de tecidos jovens de laranja azeda,
limdo cravo e laranja doce, complementaram a distincédo
patogénica e morfoldgica das espécies de Elsinoe com testes
soroldégicos. Para tanto, usaram a imunizacdo dos coelhos por
via subcutdnea e a técnica de dupla-difusdo em 4&gar.
Observaram gue os antissoros dos isolados de laranja azeda e
limdo cravo produziram reagdes bastante nitidas com os seus
antigenos homélogos.

KIMATI (1975) conseguiu separar por dupla-
difusdo em agar, Colletotrichum falcatum Went., C. graminicola
f. sp. 2eae Mess. Laf. e Mol. e C. graminicola f. sp. sorghi
Mess. Laf. e Mol. Para obtencdo deste resultado, imunizou
coelhos com suspensdes de esporos emulsionados com adjuvante
incompleto de Freund, aplicando injeg¢des via intramuscular.

Do mesmo modo, GERALDI et al. (1982),
observaram, nos testes de dupla-difusao em &gar, gue o isolado
de Colletotrichum graminicola do trigo foi serologicamente

distinto das formae speciallis sacchari e sorghi de C.
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graminicola de trigo, centeio e cevada. Anteriormente, MENTEN
et al. (1979) ndo haviam conseguido detectar diferencas entre
6 1isolados pertencentes a 5 racas de Colletotrichum
gloeosporioides f. sp. curcubitae, por testes seroldgicos em
dupla-difusdo em dgar. Demonstraram apenas a existéncia de
componentes antigénicos comuns entre os isolados.

Diferencgas nas respostas imunoldgicas podem ser
observadas, de acordo com a metodologia de imunizagao.

OLIVEIRA (1975) relata que no preparo de
antissoros especificos para antigenos purificados, o esquema
de imunizacdo do antigeno no linfondédulo responde
significativamente mais rdpido, quando comparado com outros
esquemas de aplicacéo.

BACH (1991) imunizou coelhos com suspensdo de
conidios e micélio de Exserohilum turcicum, aplicados por
injeg¢des via linfonédulos. Os testes de dupla-difusdo em agar
de antigenos extraidos de conidios e/ou micélios, nao
permitiram distincdo seroldgica entre os isolados de milho,
sorgo e capim massambara. No teste de ELISA (Enzyme-linked
immunosorbent assay), o antissoro do isolado do milho
distinguiu os isolados de milho e sorgo dos isolados de capim.
O antissoro do isolado de capim distinguiu isolados de capim
dos de milho e sorgo.

O método seroldégico de dupla-difusdao em &gar,
usado por NAKAMURA (1992), diferenciou Bipolaris maydis e B.

2zeicola de Exserohilum turcicum e E. rostratum e entre os dois
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dltimos, mas ndo entre os dois primeiros. Porém, nas reagdes
seroldgicas em Bipolaris maydis, B. zeicola e Exserohilum
turcicum, o antigeno preparado por trituracdo de esporos
induziu a formagdo de linhas de precipitacdo mais fracas do
que os antigenos na forma de difusatos de esporos intactos em
salina.

O teste de ELISA, por sua alta sensibilidade,
vem sendo usado por diversos pesquisadores, e segundo VOLLER
et al. (1980) detecta de 1 a 10 ug de proteina/ml, enquanto
que o de dupla-difusdo em 4&gar detecta de 2 a 20ug de
proteina/ml.

O teste de ELISA foi empregado por MOHAN (1989)
para observar Phytophthora fragariae em morango e HARRISON et
al. (1990) quantificaram Phytophthora infestans no tecido
foliar de batata, usando antissoro obtido do micélio do fungo
e antigeno extraido de folhas de batata infectadas com
Phytophtora infestans.

BOER (1994) avaliou testes serolégicos para
deteccao de Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus em
ramos e tubérculos de batata e encontrou que o teste de ELISA
foi o mais sensivel e especifico entre todos, com uma
eficiéncia de detecgcdo de 97,7% para ramas e 93,3% para
tubérculos.

HOLTZ et al. (1994) detectaram, pelo teste de
ELISA duas formas distintas de Thielaviopsis basicola, agente

causal da podriddo de raiz em algoddo, a forma cultural marrom
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2 cinza, sendo que este método mostrou a vantagem de diminuir
as reagoes cruzadas com outros fungos.

Todos estes trabalhos tém demonstrado a ampla

aplicacdo do teste de ELISA para deteccdo e identificacao dos

patdgenos (CLARK, 1981; CLARK et al., 1977; LOMMEL et al.,

1582; SUNDARAM et al., 1991).

2.3. Controle Quimico e Sensibilidade "in vitro®

Frutos ou outras partes vegetals sdo Qquase
sempre inoculados ou infectados por Colletotrichum durante seu
desenvolvimento no campo. Devido a fatores do hospedeiro ou do
ambiente, o patdédgeno ndo produz uma lesao ativa, ficando em
estado quiescente ou latente. Nos trdépicos é comum a infeccao
latente de Colletotrichum em vdrias espécies de frutos (ECKERT
et al., 1985).

A colonizacao latente destes frutos nao ¢
evidenciada até que ocorram mudancas no estado fisioldégico do
hospedeiro (CERKAUSKAS, 1988).

Na supérficie dos frutos imaturos, os esporos
germinam e originam o apressério e dentre eles, alguns
germinam e formam a hifa de infeccdo mas nuitos permanecem
aderidos a superficie do fruto, onde funcionam como o estado

latente do patégeno (DENNIS, 1993).
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Estes aspectos abordados sé&o relevantes, para o
controle da antracnose, Ja que o apressdério do C.
gloeosporioides pode ser facilmente contactado por um
fungicida aplicado a superficie do que o é a hifa subcuticular
(STANGHELLINI et al., 1982).

Os primeiros fungicidas usados no controle da
antracnose em Capsicum foram os protetores.

Em frutos maduros de Capsicum frutescens L.,
SMITH et al. (1958) observaram que certos fungicidas foram
efetivos na reducdo da antracnose dos frutos, causada por C.
piperatum e C. capsici. Sob alta incidéncia da doenca, zineb
ou maneb aplicados a intervalos de 14 dias a partir de 4
semanas apds o florescimento, reduziram significativamente a
quantidade de doencga.

Os fungicidas mancozeb e captafol induziram
comportamentos diferenciados entre C. capsici e C.
gloeosporioides isolados de pimentdo. Seus efeitos foram mais
pronunciados nos isolados de C. capsici do que nos de C.
gloeosporioides (THIND et al., 1990).

Em Piper nigrum, o melhor controle do C.
gloeosporioides foi obtido com 3 aplicacgbdes de mistura de
calda bordaleza a 1%, sendo aplicada duas vezes antes do
florescimento e outra na formacdo do fruto (NAIR et al.,

1987).
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Entretanto, ECKERT et al. (1967) afirmam que
apos o estabelecimento do patdgeno, os fungicidas sistémicos
sac em muitos casos o Unico meio de controle.

Varios fungicidas tem sido empregados
iscladamente ou em combinagdo, para controlar a antracnose.
Estes produtos podem influenciar o desenvolvimento da doenca
durante os estdgios iniciais ou avancados da relacdao patdgeno
- hospedeiro.

Para C. gloeosporioides onde OS esporos sao
propagulos infectivos, a pré-infeccao pode ser suprimida em
gualguer estdgio, como na germinacdo do esporo, crescimento do
tubo germinativo, formacdo do apressdério e penetracao. A fase
pos penetracdo também pode ser inibida pela acdo destes
fungicidas (KWEE et al., 1986).

Trabalhos mais recentes, tém mostrado o efeito
do benomyl, aplicado em Capsicum e outras culturas afetadas
pela antracnose, comparando-o com outros fungicidas.

Em Capsicum annuum, MISHRA (1988) avaliou o
efeito curativo de 5 fungicidas aplicados apdés a inoculagao
das plantas com C. capsici. A pulverizacdo foi feita com
BAVISTIN 50 PM, BENLATE 50 PM, BLITOX 50 PM, DITHANE M-45 75
PM e DITHANE Z-78 75 PM. Observou gque todos os fungicidas
reduziram a intensidade da doenca e a produgcao foi melhor nas
plantas tratadas com BENLATE, embora a intensidade da doenca
fosse menor nas parcelas tratadas com BAVISTIN, BLITOX e

DITHANE.
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O efeito de aplicagdes regulares do benomyl
sobre a populagdo de Colletotrichum da antracnose da
mangueira foi estudado por FITZELL (1981). Observou que
aplicagdes regulares do fungicida (1000 pg i.a./ml) reduziram
significativamente a populagdo de C. gloeosporioides var.
minor, embora ndo houvesse sua erradicacdo nas lesodes.

Visando o controle quimico da antracnose (C.
gloeosporioides) do maracujd, ALMEIDA et al. (1994) aplicaranm,
a intervalos de 7 dias, os produtos: chlorothalonil SC 50,
chlorothalonil PM 75, tiofanato metilico FW 50, chlorothalonil
PM 25 + cobre metdlico PM 30, prochloraz EC 45, tebuconazole
PM 25 propiconazole CE 25% e tiabendazole CE 45. Observaram
que todos os fungicidas promoveram um bom controle, com
excecao do propiconazole.

O efeito do tratamento preventivo e curativo
pés-colheita de alguns fungicidas sobre a antracnose da
mangueira foi avaliado por ULLASA (1989). Os fungicidas
carbendazim (1000 ppm) + dgua quente, carbendazim, captafol e
prochloraz foram aplicados em duas épocas: pds inoculacdo das
plantas e um dia antes da inoculacgdo com C. gloeosporioides.
Foi constatado que o tratamento mais eficiente foi o
carbendazim, seguido pelo prochloraz e captafol.

Aplicagdes de benomyl e captafol, sozinhos ou em
vdrias combinagdes, tém se mostrado como os melhores
fungicidas para o controle da podriddo floral dos Citrus,

causada por C. gloeosporioides. Observou-se que de uma a
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quatro aplicacgdes durante o florescimento sdao necessédrias para

o controle da doenca(TIMMER, 1992).

Por outro 1lado, a toxicidade seletiva dos
fungicidas, entendida como a propriedade de certos produtos
inibir o crescimento de alguns organismos e ndo inibir o de
outros, tem sido usada para exprimir a eficiéncia de certos
fungicidas, mas pode ainda contribuir para a taxonomia dos
fungos (HALL, 1979). Por exemplo, RICHARDSON (1973), observou
que a resposta distinta de Fusarium solani aos benzimidazdis
pode ser util para estabelecer relacgdes taxondmicas dentro
deste género.,

Para os derivados dos benzimidazdis, como o
carbendazin, benomyl, etilbenzimidazol 2-il-carbamato,
tiabendazol, tiofanato e tiofanato metilico foi mostrada a
acdao toxica para ascomicetos e principalmente deuteromicetos
{BOLLEN et al., 1970). A sensibilidade a esses produtos foi
determinada pela inibigdo do crescimento em meio de &agar e
peloc controle da doenca.

O crescimento "in vitro" de C. gloeosporioides
foi progressivamente inibido por concentracdes crescentes de
benomvl, até que 100% de inibicdo foi atingida com 1 uM. Em C.
acutatum aquela dose inibiu 100% do crescimento e quando a
concentracdo do ingrediente ativo chegou a 3 uM, o nivel de

inibicdao nao aumentou (BOLLEN, 1972).
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A sensibilidade de Colletotrichum spp, isolados
do morango, ao benomyl foi avaliada por IGARASHI et al.
(1985). Constataram que dos 33 isolados de Colletotrichum
obtidos de diversos cultivares, 27 se mostraram insensiveis e
seis foram sensiveis a 100 ppm do benomyl em meio de cultura.
Dois isolados sensiveils nao se desenvolveram em 100 ppm, ao
passo que 5 dos isolados insensiveis cresceram até 1000 ppm do
fungicida. Isolados sensiveis e insensiveis ao benomyl nao
mostraram diferencas marcantes em sua suscetibilidade a
diferentes concentracodes de 7 outros fungicidas, dos quais, o
mais eficiente foi o propiconazole, seguido de captafol e
chlorotalonil.

A inibicdo do crescimento "in vitro" do C.
capsici isolado de Capsicum fol testada em meio de cultura com
9 fungicidas, em concentracdes variando entre 50-300 ppm. KORE
et al. (1989) observaram que o crescimento nao foi inibido por
oxicloreto de cobre, zineb e mancozeb, dithianon, iprodione e
captafol a 50 ppm, mas a inibicdo ocorreu a altas
concentragdes. O carbendazin e o tiofanato ndo permitiram bom
crescimento do C. capsici a 50 ppm.

Anteriormente, ANDRADE et al. (1991) ja
relataram insensibilidade de isolados de Colletotrichum do
pimentdo ao benomyl (100 ppm), em meio de cultura.

Isolados de C. gloeosporioides obtidos de frutos
de pimentdo, berinjela e jilé foram testados quanto ao seu

grau de resisténcia ao benomyl por FERNANDES et al. (1994b).
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Estes autores testaram doses de 100 e 1000 ppm do ingrediente

ivo acrescido ao meio de cultura e os resultados

o

o

bilitaram confirmar a resisténcia dos isolados ao

possi
fungicida.

Para a cultura do pimentdao, poucas pesquisas
focram realizadas no sentido de se testar védrias alternativas
de controle quimico, o que fica evidenciado pela escassez de
trabalhos com novos produtos e mesmo para aqueles que nao sao
registrados para esta cultura, como o tebuconazole, os

triazdls, fenbuconazole e outros.
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3. MATERIAL E METODO

Os experimentos deste trabalho foram realizados
nos laboratérios e casa de vegetagdo do Departamento de
Fitopatologia, da Escola Superior de Agricultura "Luiz de

Queiroz", no periodo compreendido entre junho/92 a outubro/94

3.1. Patégeno: obtencdo e conservacao

Os isolados de Colletotrichum gloeosporioides
foram obtidos a partir de frutos de pimentdo e Jilé
comercializados ou provenientes de cultivos, onde estavam
evidentes os sintomas de antracnose (Tabela 1).

Os isolamentos foram realizados retirando-se os
esporos com agulha, diretamente do agregado gelatinoso rdéseo
formado sobre as lesdes de pimentdo (Capsicum annuumm L.) e
jildé (Solanum gilo Radd) e transferidos para placas de Petri
com &gar-agua (20 g de &gar e 1000 ml de &gua), incubados a
25°C por trés dias, sendo entdo repicados para meio BDA (&gua
de cozimento de 200 g de batata, 20 g de dextrose, 17 g de

agar e agua destilada para 1000 ml). Este meio de cultura
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Tabela 1 - Relagdo dos isolados de Colletotrichum gloeosporioides
estudados e sua procedéncia.

Isolado Hospedeiroc Maturagao Procedéncia Data do
Isolamento
1p Pimentdo Verde Clinica/Esalqg abril/92
2p Piment&o Verde Piracicaba-SP abril/92
4p Piment&o Verde Piracicaba-SP maio/92
5p Pimentao Verde Piracicaba-SP maio/92
6p Piment&o Verde Piracicaba=-SP maio/92
70 Pimentdo Verde Piracicaba-SP maio/92
Sp Piment3o Verde Piracicaba-SP maio/92
10p Pimentao Verde Santa Barbara-SP maio/92
12p Pimentao Verde Santa Barbara-SP maio/92
163 Jild Verde Bandeirantes~Pr junho/92
18p Pimentao Verde Piracicaba-SP junho/92
25p Piment3o Maduro Rafard~-Sp junho/92
273 Jilé Verde Piracicaba-SP outubro/92
283 Jild Verde Piracicaba~-SP outubro/92
303 Jild Verde Piracicaba~SP outubro/92
313 Jiloé Maduro Piracicaba-SP outubro/92
323 Jilé Maduro Piracicaba-SP outubro/92
333 Jilé Maduro Piracicaba-SP outubro/92
353 Jild Verde Piracicaba-SP outubro/92
363 Jild Verde Piracicaba-SP outubro/92
393 Jilé Maduro Piracicaba-SP outubro/92
50p Pimentao ﬁaduro S. Miguel Arcanjo-SP abril/93
51p Pimentao Verde S. Miguel Arcanjo-SP abril/93
53p Pimentado Verde Piracicaba-SP agosto/93
54p Pimentdo Maduro Piracicaba-SP agosto/S3
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foi usado rotineiramente nos trabalhos de caracterizagao. Para
incubagdo das culturas usou-se cémara Biotronete, com luz
fluorescente continua e temperatura média de 25°C.

A preservacgao dos isolados foi feita de acordo
com o método de Castellani (FIGUEIREDO, 1967) e como foi
insatisfatéria a recuperagao do crescimento micelial por este
método, usou-se também a conservacdo das culturas em tubos de
ensaio com meio BDA, inclinado ou nao, mantidos sob

refrigeragcao a 4:<C.

3.2. Desenvolvimento diametral médio de coldnias de

isolados de Colletotrichum gloeosporiodes

A fim de se observar diferencgas no
desenvolvimento das colonias de C. gloeosporioides, isolados
de pimentédo (1p, 2p, 5p, 6p, 7p, 9p, 10p, 12p, 25p, 50p, 53p
e 54p) e isolados de jildé (273, 28j; 30j, 323, 35j e 393),
transferiu-se discos de micélio com 0,6 cm de didmetro para o
centro de placas de Petri com meio BDA. As placas foram
mantidas no escuro, a 25°C e a avaliacdo do crescimento
micelial deu-se nos 5¢ e 10¢ dias de incubagao.

O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado com 3 repeticdes e apdés andlise de varidncia os

resultados médios obtidos, foram comparados pelo teste de Tukey.
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3.3. Desenvolvimento diametral médio de colonias de
isolados de CcColletotrichum gloeosporioides, enm

diferentes temperaturas

Com o objetivo de se detectar a temperatura
6tima de crescimento de colonias, assim como a ocorréncia de
comportamentos diferenciados diante de diferentes temperaturas
dos isolados de pimentédo (1p, 2p, 5p, 6p, 7p, 9p, 10p, 12p,
25p, 50p, 53p e 54p) e de jildé (273, 283j, 30j, 323j, 357 e
39]j), procedeu-se a incubacdo dos isolados nas temperaturas de
15°c, 20°Cc, 25°C, 32°C e 36°C. Para isso, discos de micélio
com 0,6 cm de didmetro foram transferidos em placas de Petri
com meio BDA e estas colocadas nas temperaturas indicadas, e
mantidas no escuro.

As avaliacgdes foram realizadas aos 5 e 10 dias
de incubacdo, tomando-se o didmetro da colonia.

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com trés repeticgodes.

As avaliacodes foram realizadas aos 5 e 10 dias
de incubagdo, tomando-se o didmetro das colonias e cujas
médias foram comparadas pelo teste Tukey.

A comparacao das temperaturas otima de
crescimento foi feita através de regressdo ndo linear pela
funcdao beta (Eguacdo 1), de acordo com HAU et al®' (citado por

BACCHI, 1993) e HAU & KRANZ (1990).
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2
i

bl (T-b2)"* (b3-T)" onde:

N = % crescimento

bl-b5 = pardmetros estimados para as
temperaturas da regressao nao
linear

T = temperatura

3.4. Caracteristicas Conidiais

Desenvolveu-se culturas monospdricas derivadas
de cada isolado em meio BDA durante 10-12 dias, sob 1luz
fluorescente continua, a temperatura de 25°C.

A suspensédo de conidios foi preparada removendo-
os do meio de cultura com o auxilio de um pincel e 10 ml de

dgua destilada esterilizada.

‘HAU, B.:; EISENSMITH, SP.; KRANZ, J. Construction of

temporal models: II Simulation of aerial epidemics.
In: GILLIGAN, C. A. ed. Advances in Plant
Pathology- Mathematical Modelling for Crop
Disease. London Academic Press Inc.; 1985, V.3. p.31-

65.
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A forma, comprimento e largura dos conidios de
cada isolado foram determinados, em léminas contendo aliquotas
da suspensao, sob microscoépio Carl Zeiss na objetiva de 40x e
Fillar Micrometer Eyepiece Bausch & Lomb ocular 10x,
perfazendo um aumento de 400x. Para cada isolado, escolheu-se
ac acaso 50 conidios, cujas medidas representam a variacdo das
mécdias de comprimento e largura, além da énfase & maior e
mencr dimensao observada para os dolis parémetros em cada
isclado.

A coloracgao da massa conidial foi observada pelo
contraste desta contra o fundo branco.

Os resultados médios do comprimento e largura

¢ \

{#) dos conidios foram comparados pelo teste de Duncan.

3.5. Caracteristicas do Apressoéric

Estudou-se os apressérios usando-se laminas de
vidro para microscopia, as quals receberam uma gota de
suspensao de conidios obtida de acordo com o método descrito
no item 3.4. As laminas assim preparadas foram colocadas
sobre a parte interna da tampa da placa de Petri e esta
coberta com o seu respectivo fundo, o qual continha d&gar- dgua
esterilizado, servindo este conjunto como cémara umida para a
germinacdo dos conidios. Esta metodologia foi semelhante
aguela descrita por SMITH (1990).

Decorrido um periodo de 6 a 8 horas, no qual as
rlacas foram mantidas sob iluminacao a temperatura ambiente,

colocou~se sobre cada lamina uma gota de corante azul algodao-
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lactofenol. Este procedimento teve por finalidade estacionar
0o crescimento dos pré-micélios e apressdorios e evitar a
anastomose entre os conidios germinados.

Os paréametros comprimento e maior didmetro do
apressorio (considerado a largura), bem como a sua forma,
foram determinados a partir de medidas de 20 apressdrios por
isolado de pimentdo (7p, 10p, 18p, 25p, 50p, 51p e 54p) e de
jilé (273, 30j, 323 e 36j) e os instrumentos O6pticos foram
aqueles usados para medir os conidios.

O delineamento experimental foi inteiramente

casualizado sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey.

3.6. Teste de Patogenicidade

A capacidade dos isolados de causar lesao em
frutos foi testada em laboratdério, usando-se frutos destacados
de pimentdo e jild, obtidos no comércio varejista.

Frutos verdes foram esterilizados
superficialmente imergindo-os primeiramente em &lcool etilico
a 95% por 1 minuto, a seguir em solugao a 5% de hipoclorito de
sédio comercial por 10 minutos, sendo entdo lavados em &agua
destilada esterilizada e secos ao ar.

Os isolados foram testados em quatro frutos de
pimentao e quatro de Jjild, feridos com agulha hipodérmica e
acondicionados em cubas de vidro, para serem inoculados com

uma suspensdao de 2.10* conidios/ml, colocada sobre os
ferimentos com uma micropipeta de 100 ul. Ressalta-se que as

inoculagdées foram cruzadas: isolado de pimentdo x fruto de
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pimentdo e x fruto de jild; isolado de jildé x fruto de jilo e
x fruto de pimentao.

As cubas com os frutos inoculados foram
acrescidos chumacos de algodao embebidos em 4&gua, para
formacdo de camara umida e durante os 3 dias de incubacao
foram mantidas sob iluminacdo a temperatura ambiente.

Na avaliacao do diémetro das lesdes, considerou-
se positivas aquelas caracterizadas pela forma circular a
oblonga, deprimidas e com indicacao de pelo menos inicio de
egporulacao. O delineamento experimental fol inteiramente
casualizado num esquema fatorial de 20 x 2 (isolado x fruto)
2 guatro repeticodes.

0 diametro médio das lesdes nos frutos
destacados de pimentdo e jild, bem como a media dos isolados,

foram comparados pelo teste de Tukey.

3.7. Teste de eficiéncia in vitro de fungicidas para os
isolados de Colletotrichum gloeosporioides de

pimentao e jiloé

Devido a escassez de resultados referentes ao
comportamento de isolados de C. gloeosporioides de pimentao e
jilo frente ao controle quimico, testou-se o fungicida benomyl
e outros em fase de experimentacao ou registrados para outras

ulturas (Tabela 2).



Tabela 2 - Fungicidas utilizados

nos experimentos.
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NOME NOME FORMULAGAO CONCENTRAGAO
COMERCIAL TECNICO DO INGREDIENTE
ATIVO
BENLATE benomyl Pé-molhével 50%
DEROSAL carbendazim Susp. concentrada 50%
CGA 219417 cyprodinil* Pé-molhavel 7,5%
SPOT LESS diniconazole P6~molhéavel 12,5%
CGA 173506 fludiotonil%* P6-molhavel 50%
PALISADE fluquinconazole Pé-molhéavel 25%
MONCUT flutolanil Pé-molhavel 5%
MANAGE imebenconazole Pé-molhéavel 15%
BELLKUTE iminoctadine P6-molhéavel 40%
SPORTAK prochloraz Conc. emulsionéavel 45%
MYTHOS pyremetanil Susp. concentrada 30%
FOLICUR tebuconazole Conc. emulsionavel 25%
BAYFIDAN triadimenol Conc. emulsionavel 25%
BIM tricyclazole Conc. emulsionéavel 50%
INDAR 2F fenbuconazole Susp. concentrada 24%

* produto em fase experimental
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3.7.1. Efeito de doses crescentes dos fungicidas
benomyl, prochloraz, triadimenol, tebuconazole

e diniconazole

3.7.1.1. Benomyl

Com a finalidade de se detectar niveis de
resisténcia dos isolados de C. gloeosporioides de pimentédo e
3116 ao benomyl, testou-se as doses de 0, 100, 200 e 400 ug/ml
do principio ativo. Os isolados estudados foram 1p, 5p, 6p,
7g¢, 9p, 10p, 18p, 25p, 50p, 53p, 54p e 273, 28j, 30j e 357.

O preparo do meio de cultura com fungicida foi
feito a partir de uma suspensao estoque de 400 ug/ml do
principio ativo e desta suspensao estoque fez-se diluicdo em
série até a obtencdo das diluicgdes desejadas. Assim, 1 ml de
cada concentracao foi adicionado a 99 ml de meio de cultura
BDA, a temperatura de 45-50°C e a seguir foram vertidos para
as placas.

O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, em esquema fatorial de 4 x 15 (dose e isolado) e
trés repeticdes, representadas por 3 placas de petri.

As avaliacdes foram feitas no 52 e 102 dias de
incubacao, através da medigdo do dié&metro das colonias.

Foram feitas andlises de regressdao linear para

os niveis de dose e isolados, onde se determinou a ED,, (dose
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de eficiéncia que inibe 50% do crescimento), aos 10 dias de

incubacgéao.

3.7.1.2. Prochloraz, Triadimenol, Tebuconazole

e Diniconazole

Os fungicidas foram testados nas doses de 0,
1,0, 10 e 100 um/ml do principio ativo e os isolados estudados
foram 1p, 2p, 7p, 10p, 25p, 50p, 51p, 53p e 54p de pimentédo e
273, 313, 353, 363 e 397 de jilod.

O fungicida diniconazole, que a semelhanga do
benomyl é pdé-molhdvel, assim como o prochloraz, tebuconazole
e mesmo o triadimenol, cuja formulagcdo é de concentrado
emulsiondvel, foram preparados e adicionados ao meio de
cultura a maneira citada no item 3.7.1.1..

A partir de culturas com 10 dias de idade,
retirou-se da periferia da colénia, discos de micélio com 0,8
cm de diédmetro, os quais foram transferidos para o meio com
fungicida e incubados por 10 dias. Foram feitas 3 repetigodes
por tratamento, representados por 3 placas de petri.

Procedeu-se a avaliagdo medindo-se o diametro
das colonias aos 10 dias de incubagdo, sendo as médias
comparadas pelo teste Tukey. A andlise de regressao linear
estabeleceu a ED,, (dose de eficiéncia que inibe 50% do

crescimento).
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3.7.2. Efeito dos fungicidas imebenconazole,
iminoctadine, pyvremetanil, carbendazin,

tricyclazole, fluquinconazole, flutolanil,

fludioxonil, cyprodinil e fenbuconazole,
sobre o crescimento de Colletotrichum
gloeosporioides

Em meio de cultura BDA, adicionou-se diretamente
100 upg/ml do principio ativo dos fungicidas imebenconazole,
iminoctadine, pyremetanil, carbendazin, ' tryciclazole,
fluguinconazole, flutolanil, fludioxonil, cyprodinil e
fenbuconazole.

Os isolados testados foram 1p, 2p, 6p, 7p, 18p,
28%p, 50p, 51p, 53p e 54p de pimentao e 27j, 283j, 323j, 357,
363, 393 de jilé.

A 1inoculacao dos meios e a avaliacao do
crescimento das colonias foram realizados de acordo com a
metodologia descrita no item 3.7.1.2.

0 delineamento experimental foi o de blocos
inteiramente casualizados, com trés repetigdes, em esqguema
fatorial de 10 x 17 (fungicidas e isolados), sendo considerado
o parametro porcentagem de inibicdo do crescimento em relacgao

a testemunha e as médias comparadas pelo teste de Tukey.
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3.8. Efeito do tratamento preventivo e curativo de 4
fungicidas sistémicos no controle da antracnose

na cultura do pimentao

3.8.1. Planta hospedeira e substrato

As plantas de pimentdo foram obtidas a partir de
mudas da variedade Agrondmico G10, provenientes da empresa
Agroflora.

O substato usado para cultivo das plantas foi
mistura de esterco de curral, areia e solo argiloso (3:2:2),
esterilizados e contidos em sacos pldsticos com capacidade

para 5 kg de solo.

3.8.2. Inoculacdo e fungicidas

As plantas foram 1inoculadas &a época do
florescimento, com uma suspensdao de 4.10° conidios/ml de
conidios do isolado 1 de C. gloeosporioides.

Com o propdsito de avaliar a melhor forma de
aplicacdo, assim como o fungicida gque promovesse o melhor
controle da antracnose, foram avaliados os efeitos preventivo

e curativo dos fungicidas listados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Fungicidas testados no experimento 1.

NOME NOME FORMULACéO CONCEN~- DOSE
COMERCIAL TECNICO TRACAO DO
INGREDIEN-
TE ATIVO
BENLATE benomy] P6-moihavel 50% 70g/100 1
SUMI-EIGHT  diniconazole Pd-mothdvel 12,5% 20g/100 1
FOLICUR tebuconazole Concentrado 25% 750 m1/3001
Emulsiondvel
BAYF IDAN triadimenol  Concentrado 25% 500 m1/3001
Emulsiondvel

Para o tratamento preventivo as plantas foram
pulverizadas com os fungicidas, dez dias antes da inoculacao
e para o tratamento curativo ou erradicante as plantas foram
tratadas com os fungicidas quinze dias apds a inoculacéo.

0 delineamento experimental fol o de blocos ao
acaso com 9 tratamentos e 4 repetigdes, sendo cada parcela

representada de um vaso com uma planta.

Os tratamentos incluiam:

1. Plantas nao tratadas

2. Tratamento preventivo com triadimenol
3. Tratamento preventivo com tebuconazole
4., Tratamento preventivo com diconazole

5. Tratamento preventivo com benomyl
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6. Tratamento curativo com triadimenol
7. Tratamento curativo com tebuconazole
8. Tratamento curativo com diniconazole
9. Tratamento curativo com benomyl

Os paréametros avaliados foram a incidéncia de
frutos com lesao (% total) e notas para os frutos, sendo que
para isso foi elaborada uma escala de notas, dJue estimou a
porcentagem de &drea do fruto lesionada(Figura 1). Assim,

considerou-se:

nota 0 = auséncia de lesao
nota 1 = até 10% da drea do fruto com lesao

nota 2 = de 11 a 20

o\

da area do fruto com lesao
nota 3 = de 21 a 30% da &rea do fruto com lesao
nota 4 = de 31 a 40% da 4rea do fruto com lesao

nota 5 = de 41 a 50% da drea do fruto com lesao

Estas avaliacdes foram feitas a partir de 35
dias apdés a inoculacdao, época do aparecimento das primeiras
lesdes, até aos 65 dias apds a 1inoculagao, época que
correspondeu ao aparecimento das tltimas lesdes.

As médias da porcentagem de frutos com lesao
{Incidéncia total), foram comparadas pelo teste de Tukey.

Obtiveram-se a média das notas dos frutos por
parcela e a seguir a nota média por tratamento, sendo entao
procedida a andlise de variédncia deste pardmetro e as médias

comparadas pelo teste de Tukey.
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FIGURA 1 - Escala de notas para 4rea (%) do fruto de pimentédo

com lesdo de antracnose.

Notas: 0 (fruto sadio); 1 (até 10% da area do fruto
com lesdo); 2 (de 11 a 20% da area do fruto com
lesdo); 3 {(de 21 a 30% da area do fruto com lesdo);
4 (de 31 a 40% da Area do fruto com lesdo); 5 (de 41
a 50% da 4rea do fruto com lesdo.
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2.9. Caracterizacao serolégica de isolados de

Colletotrichum gloeosporioides

3.9.1. Extracdao de antigenos para reacao

3.9.1.1. Para o método de dupla-difusao em

Agar

O preparo dos antigenos para reagdo em dupla
difusdao em gel de agar foi feito de acordo com metodologia
citada por FANCELLI (1991) e adaptada para cultivo de
Colletotrichum.

Discos de micélio dos idolados 7p, 10p, 50p,
51p, 53p e 54p e 30j, 31j, 32j, 35j] e 367j, retirados da
periferia de colonias cultivadas em BDA e com 10 dias de
idade, foram colocados em meio liquido BD (caldo de 200 g de
batata, Dextrose de 20 g e 1000 ml de &gua).

Decorridos 10 dias de incubacdao & 25°C, o
micelio fol colhido por filtracao em papel de filtro Whatman
n® 3, lavado com solugdo salina tamponada (Tampao fosfato de
potdassio pH 7,6 + 0,85% de NaCl). Em seguida foi centrifugado
a 4000 G (Sorvall, SS-4) e macerado em almofariz, com o
auxilio de areia fina esterilizada e 5 ml de solucao salina
tamponada. A areia foil separada do extrato, por centrifugacéo

4 4000 G durante 15 minutos.
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Ao extrato adicionou-se 1% de azida de sdédio a
10%, sendo entdo acondicionado em vidros e armazenados no

congelador.

3.9.1.2. Para o teste de ELISA

A extracdo de substéncias soluveis, do micélio
dos isolados de Colletotrichum gloeosporioides para o teste de
ELISA ("Enzime linked immunosorbent assay"), baseou-se no
descrito por BACH (1991).

Dois gramas de peso fresco de micélio dos
isolados de C. gloeosporioides, obtidos de acordo com o item
3.9.1.1., foram triturados em almofariz de porcelana, com 1 ml
de &cido acético 0,03 N. A seguir, os extratos foram
mantidos em banho maria fervente por 45 minutos, filtrados em
gaze e centrifugados a 4000 G (Sorvall, SS-4), por 10 minutos.
Apds a neutraiizagéo a pH 7.0 com NAOH o sobrenadante foi
congelado até a quantificacdo de proteinas, pelo teste de

Lowry (item 3.9.3.)

3.9.2. Obtencao de antissoros

3.9.2.1. Antissoros para imundégenos de micélio

A técnica de preparo dos antissoros, a partir de

imunizacdo com micélio, foi a citada por BACH (1991).
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Micélio (7 g PF) de C. gloeosporioides, isolado
de pimentdo e Jjild, desenvolvido segundo o item 3.9.1., foi
homogeneizado em Ultra Turrax (Tecnal) com 3 ml de NaCl 0,85%,
sendo o extrato filtrado em gaze.

Volumes iguais de extrato e adjuvante de Freund
incompieto foram emulsionados e 0,5 ml desta emulsao foi
injetada, via linfonddulo, na coxa esquerda de coelhas da raca
Nova Zelédndia, com 2 kg de peso corporal. Os isolados 327 e
283 de jild e os 1lp, 50p e 54p de pimentdo foram os antigenos
imunizantes usados.

A sangria dos animais foi feita em dois
momentos: a primeira, imediatamente antes da imunizacao e teve
por finalidade a obtengao do soro normal (SN); a segunda foi
realizada passados 31 dias da injecdo no linfonddulo. 0
sangue foli coletado da veia auricular marginal, sendo
resfriado por 4 horas para coagulacdo e separacgao do plasma.
Apds 2 centrifugacdes sucessivas a 10.000 G (Sorvall, SS-4)
por 10 minutos, obteve-se os antissoros aos quais se adicionou
1% de azida sdédica a 10%, sendo conservados no congelador até

O uso.

3.9.2.2. Antissoro para imunégeno de conidio

A obtencao deste antissoro foi elaborada de

acordo com a metodologia usada por FANCELLI (1991).
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A partir de cultura do isolado 54p, desenvolvida
de acordo com o descrito em 3.9.1, obtiveram-se 10°
conidios/ml. Estes conidios foram filtrados em Millipore de
0,4 nm e lavados em solugao salina tamponada (NaCl 8,5 g;
KH,PO, 0,38 g; K,HPO, 1,21 em 1000 ml de &gua destilada; pH
ajustado para 7.2).
Uma aliquota de 3 ml desta suspensadao foi
emulsionada com 0,5 ml de adjuvante Freund incompleto e 2 ml
da emulsao foi injetada, via linfondédulo, na coxa de coelho,
tendo-se o cuidado de retirar o soro normal antes da injegao.
O esquema de imunizacdo foi o de 2 injecdes
semanais, durante 3 semanas.
O antissoro foi coletado apdés 21 dias da
primeira injecdo e o método de coleta e de preservacgao foi o

mesmo descrito no item 3.9.2.1.

3.9.3. Testes soroloégicos

A distincao seroldgica entre os isolados de
pimentdo e jildé foi feita pelos métodos de dupla-difusao em
agar (OUCHTERLONY, 1979) e pela técnica de "Enzime linked

immunosorbent assay" - Elisa.
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3.9.3.1. Teste de dupla difusdo em gel de dgar-

Ouchterlony

Preparou-se uma solucao de &gar (1% de &gar
Difco em tampao fosfato 0,01 M pH 7,0, acrescido de 0,85% de
NaCl) e 1 ml de azida sdédica & 10%. Colocou-se 5 ml desta
solugcao fundente em léminas de vidro para microscopia
{NAKAMURA, 1992; BACH, 1991; KIMATI, 1975; FIGUEIREDO, 1972}.
Apds a solidificagao, perfurou-se a camada de &gar com O
auxilio de um conjunto de 6 cilindros ocos, de 0,4 cm de
diametro dispostos hexagonalmente, e um cilindro central,
sendo a distancia entre os vértices do hexdgono de 0,5.

Os antigenos reagentes foram colocados nos pogos
circundantes e o antissoro no pog¢o central, sendo que o
preenchimento dos pocgos foi feito por duas vezes dentro de um
intervalo de tempo de 30 minutos. As laminas foram mantidas
em camara umida por dois dias.

Determinou-se as reacgdes entre antigeno e
antissoro homélogos e heterdlogos para os diferentes isolados,

comparando-as com O soro normal.

3.9.3.2. Teste de Elisa Indireto

Ooutro método realizado fol o teste de Elisa

Indireto (PTA-Elisa-Plate Trapped Antigen - Enzyme Linked

Immunosorbent Assay), BAKER et al. (1991).
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Pocos em placas de poliestireno para micro-
titulacdao ELISA (marca Dynatech, M129A) foram preenchidos com
100 ul dos antigenos reagentes concentrados e diluidos 1:1, em
tampdo carbonato (1,59 g Na,CO,; 2,93 g NaHCO,; 0,2 g NaN,;
g.s.p 1000 ml H,0) pH 9,6. Incubou-se & 37°C por 2 horas. As
placas foram ent&o lavadas 3 vezes com PBS-Tween (8,0 g NaCl;
0,2 g KH,PO,; 1,5 g Na, HPO,, 0,2 g Kcl; 0,2 g NaN,, g.s.p 100
ml H,01 0,5 ml Tween-20) pH 7,4. Adicionou-se 100 upl do
antissoro diluido 1:1 em solucdo de 0,2 M Tris-HC1-0,15 M
NaCl, pH 7,2 e incubou-se & 37°C por 2 horas, apds O que as
placas foram lavadas 3 vezes com PBS-Tween. Foram colocados
100 ml de "goat-anti-rabbit IgG" (marca Sigma Chem.) conjugado
com fosfatase alcalina (Sigma Chem. Co.), diluidos a 1:9000 em
solugdo 0,2 M Tris-HC1l-0,15 M NaCl, pH 7,2. Novamente o
material foi incubado & 37°C por 2 horas e a lavagem foi feita
como as anteriores. Adicionou-se o substrato para-nitrofenol
fosfato (100 ul), diluido em tampdo de dietanolamina (97 ml
dietanolamina; 800 ml H,0; 0,2 g NaN;; g.s.p. 1000 ml H,0), pH
9,8. A absorbincia foi medida no espectrofotémetro Pye Unicam
SP8-400 UV/Vis a 405 nm, apds a paralizacao da reagdo com 50
4l de NaOH 3M/poco.
Os resultados foram comparados com o0s do SOro
normal e dos reagentes, sendo os primeiros consideradas as

provas negativas.
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3.10. Eletroforese

3.10.1. Crescimento dos isoclados de Colletotrichum

gloeosporioides em meio liquido

Para a extracdo de proteinas e andlise do perfil
eletroforético dos isoladso 7p, 10p, 25p, 50p, 51p, 54p e 307,
323, 35j] e 363 de C. gloeosporioides, foli estabelecido o
crescimento destes fungos em meio liquido de batata-dextrose.
Para 1isso, usou-se, para cada isolado, 3 erlenmeyer de
capacidade de 125 ml, contendo 30 ml de meio ligquido, onde se
inocularam discos de micélio provenientes da periferia de
culturas, com 10 dias de 1idade. A incubacao foi feita a
temperatura de 25°C durante 10 dias.

O micélio desenvolvido em cada frasco foi
colhido por filtracdo em funil Buchner com papel de filtro
Whatmann n¢ 1, pesado previamente. A seguir, o micélio foi
seco a temperatura ambiente e pesado, obtendo-se o peso
fresco. O peso seco fol determinado colocando-se os
reciplientes de vidro & 80°C por 24 horas, tarando-os, e cada
vidro recebeu um determinado peso fresco de micélio. O
material assim preparado foi seco em estufa, a 80°C, até a

obtencdo do peso constante.
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3.10.2. Extracdo de proteinas dos isolados

As 300 mg de peso seco de micélio de todos os
isolados testados de C. gloeosporioides foram trituradas em
almofariz, em banho de gélo, com 1 ml de tampao Tris-glicina
0,125 M, pH 8,2. A seguir, as amostras foram mantidas & 4°C
durante 4 horas e depois filtradas em gaze. O filtrado

constitui-se de extrato proteico.

3.10.3. Determinacdo da concentracdao de proteinas nas

amostras

O método de Loury foli usado para estimar a
concentracdo de proteinas nos extratos (BACH, 1991; BACH et
al. 1993).

Preparou-se previamente varios reagentes
necessarios para as quantificacdes. O reagente Bl constituiu-
se de 1% de sulfato de cobre pentahidratado, em &gua
destilada; o B2 foi composto por 2% de tartarato de sédio em
dgua destilada; o reagente A constituiu-se de 2% de carbonato
de sdédio em hidrdxido de sdédio 0,1 N. A solucao reagente C
foi preparada misturando-se 0,5 ml de cada reagente B e 49 ml
do reagente A.

A cada 0,2 ml das amostras, pipetou-se 1 ml da
solucdao reagente C, agitou-se e apds 10 minutos, adicionou-se

0,1 ml do reagente Folin Ciocalteau 2 N (Qeel-Ind Quim. Séao
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Paulo, SP ), previamente diluido com 4dgua destilada (1:1,
v/v). As amostras foram agitadas e apds 30 minutos, procedeu-
se a determinacao das respectivas absorbéncias, no comprimento
de onda de 500 nm, em espectrofotdmetro ultravioleta. A
concentracdo de proteinas em cada amostra, expressa em termos
de equivalentes pug de soro-albumina bovina por ml (Eg ug
SAB/ml) (Sigma Chem. Co.), foi determinada utilizando-se
curvas padrdo de diferentes concentrag¢des de SAB, variando de
500 a 1900 ug/ml, em funcdo de suas respectivas absorbéncias

a 500 nm.

3.10.4. Preparo do gel de Poliacrilamida

Para a andlise eletroforética dos 1isolados
testados, foi utilizado o gel de poliacrilamida, que consiste
de uma reacdo de polimerizacdo entre a Acrilamida (AA) e
metileno-bis-acrilamida (BIS) na concentracdo de 5%, para
observacao de esterase.

Apds a dissolugdo da AA e do BIS em tampdo tris-
glicina 0,125 M e pH 8,2, adicionou-se a mistura 0,1 ml de
tetrametildiamina (TEMED) e‘2,8 ml de persulfato de aménio na
concentracdo de 2%. Esta mistura foi injetada, com o auxilio
de uma seringa de 25 ml, entre 2 placas (18 x 15 cm) sendo uma
de vidro e outra de polietileno, separadas entre si por meio
de um espacador de 2 mm de espessura, contendo incluso um

rente de 12 amostras.
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O espacador foi retirado apds a polimerizacédo

completa do gel de poliacrilamida, e a placa de polietileno
foi removida com cuidado, permanecendo o gel na placa de
vidro. Esta placa foi transferida para uma cuba de sistema
horizontal contendo tampdo Tris-glicina 0,125 M e pH 8,2 e a
conexdao do gel com a solucdo foi feita com papel de filtro

Whatmamm n2 3.

3.10.5. Aplicacdo das amostras e corrida

eletroforética

Em cada pog¢o formado no gel pelo pente, foram
aplicados 20 pul do extrato, contendo 500 ug em equivalente de
SAB. A corrida foi realizada em aparelho horizontal marca
Permatron, mantendo-se a corrente em 5 mA, até o corante
marcador sair da cavidade, passando depois para 10 mA até o
final da corrida. O corante marcador foi o azul de bromofenol
a 0,25% em tris-glicina pH 8,2 mais sacarose a 10%.

As corridas eletroforéticas foram realizadas a
temperatura de 10°C e foram repetidas 3 vezes para cada

amostra.
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3.10.6. Coloracéao

Os géis foram removidos das placas, apds a
corrida eletroforética, e imersos imediatamente em solucgao
corante da esterase. Esta coloracdo consiste em dissolver 50
mg de "Fast red TR" em 100 ml de tampédo fosfato 0,1 M pH 6,5,
acdlicionado de 2 ml de solucgédo 1% de B-naftil acetato em 50% de
acetona. O gel foi deixado nesta solugao por uma hora e depois
fixado com acido acético a 7% (JVO et al. 1973, modificado por

BACH, 1989).

3.10.7. Preservacgao dos géis

Apds a coloracado, os géis foram imersos em
solucao de metanol, &cido acético e 4&gua na proporgao de
50:75:100, contendo 10% de glicerina (v/v), durante uma hora.
Embebeu-se também duas folhas de papel celofane nesta solucgéo.

Recobriu-se uma placa de vidro com uma destas
folhas e cujos bordos foram dobrados por baixo da placa, nao
deixando bolhas de ar sob o papel. O gel foi colocado sobre
a placa assim forrada e com a outra folha cobriu-se o gel,
tomando-se todos os cuidados da etapa anterior, deixando-se
secar a temperatura ambiente. Depois de seco, o gel foi
retirado da placa de vidro e o excesso de papel celofane foi

retirado.
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3.10.8. Andlise do Perfil Eletroforético

Os perfis foram analisados com base no numero,
posicdao e intensidade das bandas. Os géis foram passados no
densitdémetro Desaga, utilizando-se o filtro de 540 nm e a

seguir desenhados e interpretados.
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4. RESULTADOS

4.1. Desenvolvimento diametral médio das colonias dos

isolados de Colletotrichum gloeosporioides

O crescimento micelial dos 1isolados de C.
gloeosporioides, avaliados aos 5 e 10 dias de incubacao,
mostrou que os isolados 1lp, 5p, 7p e 27J se desenvolveram em
meio de cultura, mais rapidamente do que os demais aos 10 dias
(Tabela 4).

Os isolados 6p, 9p, 10p, 28j, 30j, 39j, 50p, 53p
e 54p, tiveram igual desempenho e embora nao fossenm
estatisticamente diferentes dos anteriores, mostraram unm
crescimento pouco menor, aos 10 dias

Dentro do grupo pimentdo, os isolados 25p e 12p
foram os de crescimento mais lento, enquanto que para o grupo
jild, o isolado 35 apresentou menor crescimento, sendo ainda
menor que o isolado 30, que teve um crescimento inicial muito

reduzido.
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TABELA 4 - Diametro médio (cm) das colonias dos isolados de
Colletotrichum gloeosporioides.

Isolados Médias do crescimento
(cm)
5 dias 10 dias
ip 4,90 abc*x* 8,43 a
2p 4,10 abcd 7,36 abc
5p 4,90 abc 8,40 ab
6p 2,70 cde 6,33 abcd
7p 3,70 bcd 7,96 ab
9p 2,63 cde 6,10 abcd
1i0p 2,70 cde 6,46 abcd
12p 1,06 e 4,93 bcd
25p 2,76 cde 3,63 d
2773 6,16 ab 8,20 ab
287 5,1 abc 6,53 abcd
3073 2,26 de 5,06 abcd
323 4,7 abcd 6,63 abcd
3573 4,0 bcd 4,33 cd
397 4,76 abc 5,96 abcd
50p 4,46 abcd 6,56 abcd
53p 4,8 abc 5,93 abcd
54p 6,53 a 6,90 abcd
DMS(1%) 2,49 3,47

** Médias seguidas por letras distintas, na coluna diferem
entre si ao nivel de 1% de significancia, de acordo com o
teste de Tukey.
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4.2. Desenvolvimento diametral médio de colonias dos
isolados de Colletotrichum gloeosporioides, sob

diferentes temperaturas

O crescimento das colonias dos isolados de C.
gloeosporioides, obtidos de pimentdo e jild, e desenvolvidos
sob temperaturas de 15, 20, 25, 32 e 36°C, foram avaliados aos
5 e 10 dias de incubacdo (Tabela 5 e 6).

Os isolados 27j e 54p cresceram expressivamente
na faixa de temperatura entre 15°C até 32°C, sendo seguidos
pelos isolados 5p, 1p, 7p, 50p, 303j, 32j, 35j) e 39j. Para
estes ultimos a temperatura de 32°C foi limitante, o que néo
ocorreu para o 27j e 54p, Jja& que nao houve diferenca
estatistica significativa nas temperaturas menores a 32°C,
para o isolado 27j, embora a 25°C o di&metro das colonias
tenha sido ligeiramente superior. Para o isolado 54p o melhor
crescimento ficou compreendido entre 15° a 25° C e a partir
desse ponto, o <crescimento micelial foi inversamente
proporcional ao aumento da temperatura.

A avaliacdo aos 10 dias de incubacdo (Tabela 6)
permitiu diferenciar mais perfeitamente os isolados quanto a
temperatura otima do crescimento. Essa determinacdo foi
estabelecida através de andlise de regressdo ndo linear, sendo
a curva ajustada pela fungcdo beta (Equacdo 1), a qual
descreveu o efeito da temperatura sobre o crescimento dos

isolados (Figura 2).
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TABELA 5 - Diadmetro médio (cm) das colonias dos 1isolados
de Colletotrichum gloeosporioides, desenvolvidas sob
diferentes temperaturas, aos 5 dias de incubacéo.

Isolado Temperatura ( C)
15 20 25 32 36
1p 2,8 abcxk 4,30 bcd 6,83 a 0,80 b 0,80 a
2p 2,26 abed 3,76 bcde 4,10 cde 0,80 b 0,80 a
5p 3,20 ab 4,73 abc 6,06 ab 0,80 b 0,80 a
op 1,90 bed 3,03 de 3,93 cde 0,80 b 0,80 a
7p 2,73 abc 3,46 bede 1,50 h 0,80 b 0,80 a
%0 1,86 bed 2,60 ef 3,60 def 0,80 b 0,80 a
10p 1,70 cd 2,56 f 3,63 def 0,80 b 0,80 a
12p 1,06 d 1,40 £ 1,86 gh 0,80 b 0,80 a
25p 2,06 bed 3,36 cde 2,73 efgh, 0,80 b 0,80 a
273 3,66 a 5,90 a 6,16 a 5,66 a 0,80 a
283 2,13 bed 4,26 bed 5,26 be 0,96 b 0,80 a
303 2,46 abcd 2,73 ef 2,33 fah, 1,0 b 0,8 a
32j 2,43 abcd 3,73 bede 4,76 bed 0,80 b 0,80 a
357 2,13 bed 3,46 bode 2,93 efg 0,80 b 0,80 a
393 2,40 abcd 3,83 bede 4,53 cd 0,80 b 0,80 a
50p 2,83 abc 4,26 bed 3,10 efg 0,90 b 0,80 a
53D 2,30 abcd 3,56 bcde 4,80 bed 0,80 b 0,80 a
5dp 2,53 abc 4,80 ab 6,76 a 4,73 a 0,80 a
nédias 2,36 B 3,64 B 4,16 A 1,31 D 0,80 ¢

DHS(1%) = 1,40

*% Médias seguidas por letras minusculas distintas na
coluna e por letras maiusculas nas linhas diferem
entre si ao nivel de 1% de significéncia, de acordo
com O teste de Tukey.



TABELA 6 - Diametro médio (cm) das colonias dos isolados de Colletotrichum
gloeosporioides, desenvolvidas sob diferentes temperaturas,aos 10
dias de incubacgdo.

Isolado Temperatura (°C)
15 20 25 32 36
ip 4,50 bcde**x 7,13 abc 8,43 a 0,80 ¢ 0,80 b
2p 4,10 bcde 5,86 cde 7,36 abcde 0,80 ¢ 0,80 b
Sp 4,93 bed 8,06 a 8,40 a 0,80 ¢ 0,80 b
&p 3,46 def 5,33 ef &,96 abcd 0,80 ¢ 0,80 b
7p 5,03 bed 6,80 abcde 7,96 abc 0,80 ¢ 0,80 b
9p 3,50 def 5,83 cde 6,10 def 0,80 c 0,80 b
i0p 3,30 ef 5,73 cde 6,46 cdef 0,80 ¢ 0,80 b
12p 2,36 £ 3,76 £ 4,93 fgh 0,80 ¢ 2,90 a
25p 4,53 bcde 6,36 bcde 3,63 h/ 0,80 ¢ 0,80 b
274 6.73 a 6,76 abcde 8,20 a 7,40 a 0,80 b
283 4,60 bcde 6,96 abcd 6,53 cdef/ 0,86 c 0,80 b
30% 5,13 abc 7,30 abc 5,06 efgh, 1,0 ¢ 0,80 b
323 4,93 bed &,70 abcde 6,63 bcde, 0,80 c 0,80 b
353 4,33 bcde 5,43 de 4,33 gh ; 0,80 c 0,80 b
393 4,73 bcde 6,10 bcde 5,96 def 0,80 ¢ 0,80b
50p 5,60 ab 6,76 abcde 6,56 cde ; 1,60 ¢ 0,80 b
53p 3,83 bcde 6,30 becde 5,93 defg 0,80 c 0,80 b
54p 5,13 abc 7,66 ab 6,90 abcd 4,93 b 0,80 b
Médias 4,48 B 6,38 A 6,472 1,42 C 0,91 D

DMS (1%) = 1,62

** Médias seguidas por letras minusculas distintas na coluna e por letras
maitdsculas na linha, diferem entre si ao nivel de 1% de significancia,
de acordo com o teste de Tukey.
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A temperatura o6tima de crescimento foi 24°C
para os isolados 1p, 5p e 10p, 25°C para os isolados 7p e 9p,
26°C para o 6p e 2p, 22°C para o 25p e 53p e 18°C para o
isolado 54p.
Para os isolados de jildé o crescimento maximo
foi & temperatura de 28°C para o isolado 27j e 23°C para o
isolado 39j, embora os isolados 30 j e 35 Jj o maior
crescimento foi a 20°C.
Com todos os isolados nao houve crescimento a
36°C, excluido o isolado 12p, que apesar de ter crescimento
inferior aos outros em todas as temperaturas, mostrou aos 10

dias de incubacido desenvolvimento micelial aos 36°C.

4.3. Caracteristicas Conidiais e do Apressério dos

isolados de Colletotrichum gloeosporioides

A amplitude, as médias dos comprimento e da
largura dos conidios e a coloracdo da massa conidial estéo
expressas na Tabela 7.

Observa-se que os isolados 2p, 10p, 12p, 25p,
28) e 54p tiveram a média do comprimento dos conidios
significativamente superior aos outros isolados, sendo
seguidos pelos isolados 7p e 39j. Em outro extremo ficou o
isolado 31j com a menor média, precedendo aos isolados 1p,

5p, 6p, 30j, 51p.
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A amplitude do comprimento dos conidios dos
isolados de pimentao ficou entre o valor minimo de 7,82, no
isolado 5p e a mdxima de 21,85, no isolado 25p, enquanto que
entre os isolados de jildé a minima observada foi de 8,74 no
isolado 31j e a maxima de 24,84 no isolado 28j.

Quanto as médias de largura dos conidios
constatou-se valores superiores para os isolados 5p, 7p, 18p
lp, 10p e 25p, seguidos pelos 9%p, 2p, 28) e 12p. A menor
meédia observada foi no isolado 31Jj e na sequéncia colocaram
os isolados 30j, 51p, 27J), 32j e 50p.

A observacgdo da coloracao da massa conidial,
aos 10 dias de incubacdo, mostrou que os isolados de pimentao
apresentaram coloracdo résea a salmon em todos os casos, mas
passando por nuances de creme a amarelo para o isolado 53p e
54p enquanto que os isolados do Jjildé caracterizaram-se por
produzir massa conidial escura.

Nao se observaram diferencas quanto a forma dos
conidios entre os isolados.

Em relacao as caracteristicas dos apressorios,
a Tabela 8 demonstra a forma e as médias do comprimento e
largura dos mesmos para cada isolado.

Em todos os isolados de jildé, os apressodrios
apresentaram forma arredondada, sendo escuros e com parede
mais grossa, enquanto que nos isolados de pimentdo a forma
dos apressoérios foi varidvel de oval a lobada e coloracao

mais clara que as do Jild e com paredes finas.
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TABELA 7 - Comprimento, largura e amplitude (um) de conidios dos isolados

de Colletotrichum gloeosporioides.

Comprimento Largura
Isolado
Amp1itude Média Amplitude Média Cor

1p (8,74-15,64) 12,04 fg** (2,76-5,75) 4,97 abc  salmom
2p (14,03-18,86) 16,10 a (4,14-5,29) 4,70 cdef salmon
5p (7,82-16,10) 12,33 f (3,68-6,67) 5,14 a sa lmom
6p (9,89-15,64) 13,65 ef (3,45-6,67) 4,50 efg salmon
7p (11,50-20,24) 14,83 bc (4,14-7,36) 5,11 a sa lmon
9p (9,89-17,48) 14,47 ¢ (4,14-6,21) 4,80 bcd salmon
10p (11,27-20,24) 15,89 a (4,37-6,44) 4,97 abc  salmon
12p (12,42-19,09) 15,79 a (4,14-5,29) 4,63 def salmon
18p (11,73-19,09) 14,52 ¢ (4,6-6,21) 5,03 ab salmon
25p (11,04-21,85) 15,63 ab (3,91-6,44) 4,91 abc salmon
273 (11,73-14,95) 13,72 cde (3,45-4,83) 4,06 hij cinza
28] (13,80-24,84) 16,01 a (3,68-5,29) 4,70 cde cinza
30 (9,43-16,79) 12,57 f (2,99-5,06) 4,03 ij cinza
31j (8,74-18,17) 11,49 g (2,53-4,14) 3,74 j cinza
32 (11,27-19,78) 14,35 ¢ (3,22-5,06) 4,19 hi cinza
35j (11,27-17,48) 14,08 cd (3,68-5,52) 4,33 gh cinza
39j (13,57-16,79) 14,85 bc (3,91-5,06) 4,54 defg cinza
50p (11,73-18,17) 13,50 de (3,68-4,6) 4,23 hi salmon
51p (9,89-15,41) 12,52 f (3,22-4,37) 4,03 ij salmon
53p (11,50-18,86) 14,81 c (3,91-5,06) 4,39 fgh amarelo
54p (13,8-19,78) 15,93 a (3,91-5,06) 4,41 fgh amarelo

** Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si, ao

nivel de 1% de significadncia, de acordo com o teste Duncan.
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TABELA 8 - Comprimento, largura (um) e forma de apressdrios dos isolados

de Colletotrichum gloeosporioides.

ISOLADO COMPRIMENTO LARGURA FORMA
1p 6,93 bc** 6,25 b ovalada
10p 6,65 bcd 4,70 de ovalada
18p 6,38 cde 3,84 e ovalada
25p 5,19 f 4,11 de ovalada
273 5,38 ef 4,91 cd redonda
30 5,72 def 5,02 cd redonda
323 5,56 def 4,58 de redonda
35j 9,57 a 7,50 a redonda
50p 7,68 b 6,47 ab ovalada
51p 5,34 ef 4,77 de ovalada
54p 9,18 a 5,83 bc Tobada

DMS(1%) 1,13 1,04

** Médias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si ao

nivel de 1% de significdancia, de acordo com o teste de Tukey
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O isolado 35j apresentou o maior apressodrio,

sobrepujando o 54p em comprimento e largura e aos demais, em
ambos os parametros. Os isolados 25p, 51p, 27j, 32J) e 51p
mostraram o menor comprimento e os 18p, 25p, 32j, 10p e 51p
a menor largura, sendo que oOs outros apresentaram médias

intermedidrias.

4.4. Teste de Patogenicidade

As médias dos didmetros das lesdes de
antracnose que avaliaram a capacidade dos isolados de C.
gloeosporioides em causar doenca, em frutos de pimentédo e
jilé, foram comparadas pelo teste de Tukey, de acordo com a
Tabela 9 e evidenciadas pela Figura 3.

Os isolados de pimentdo causaram lesdes de
antracnose indistintamente nos frutos destacados de pimentao
e Jjildé, apesar de que a média do diametro das lesdbes em jild
tenham sido inferiores a média do didmetro das lesdes em
pimentao. Destacam-se os isolados 5p, 6p, 7p e 12p, que
foram estatisticamente superiores tanto em frutos de pimentao
e Jildé e os isolados 1p, 2p, 25p, 51p, 53p e 54p, que foram

mais agressivos em pimentdo do que em jilé.
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TABELA 9 - Diametro médio (cm) de lesdes, em frutos destacados de

pimentdo

Colletotrichum gloeosporiodes.

e jild, inoculados com diferentes isolados de

1SOLADO PIMENTAO JILO MEDIA
Ip 1,70 cde** 1,10 cd 1,40 cd
2p 1,37 cde 1,2 bcd 1,29cdef
5p 2,05 abcde 2,15 a 2,10 ab
6p 2,75 a 2,30 a 2,52 a
7p 2,25 abcd 1,80 abc 2,02 ab
9p 2,02 bcde 1,0 d 1,51 cd
10p 2,27 abcd 0,95 d 1,61 bc
12p 2,30 abc 1,82 ab 2,06 ab
25p 1,57 de 1,12 bced 1,35 cde
273 0,0 h 1,32 bcd 0,66 gh
28 0,85 fg 1,17 bcd 1,01 defg
30 0,55 gh 1,22 bcd 0,89 efgh
313 0,0 h 1,22 bcd 0,61 gh
323 0,55 gh 1,07 d 0,81 fgh
353 0,67 fgh 1,10 cd 0,89 efgh
39 0,0 h 0,95 d 0,47 h
50p 2,25 abcd 1,07 d 1,66 bc
51p 2,25 abcd 1,0 d 1,62 bc
53p 2,32 abc 1,07 d 1,70 bc
54p 2,42 ab 1,10 cd 1,76 bc
DMS(1%) 0,71 0,71 0,50

** Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si ao
nivel de 1% de significdncia, de acordo com o teste de Tukey.
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Por outro lado, o mesmo ndo foi constatado nos
isolados de jilé. Por exemplo, os isolados 27j, 31) e 393
nao desenvolveram lesOes em frutos de pimentdo, sendo no
entanto patogénicos aos frutos de jilé. J4& os isolados 287,
30j, 32j e 35j, tiveram pequena capacidade patogénica em
pimentdo, estatisticamente inferior a todos os outros
isolados testados naquele fruto, mas nao sendo
significativamente distintos dos isolados 27j, 31j e 39j, em
frutos de jilé, com excegdo do isolado 32j que foi superado
por todos os isolados de jilé.
Os 1isolados 31) e 39) e 27j nao tiveram
patogenicidade para o pimentdo e o 39j foi muito pouco
patogénico ao jilé, enquanto que o 31j, junto com o 30j e 28]j

foram mais agressivos ao jilé.

4.5. Eficiéncia "in vitro" do fungicida benomyl

As médias do crescimento micelial dos isolados
de C. gloeosporioides, em meio de cultura com doses
crescentes de benomyl, foram comparadas pelo Teste Tukey e
estido demonstrandas nas Tabelas 10 e 11.

Aos cinco dias de incubagao (Tabela 10), o
crescimento da maioria dos isolados na presenga de qualquer
dose do fungicida foi inferior a testemunha, tendo os
isolados se mostrado insensiveis as diversas concentragdes do
produto. A ressalva que deve ser feita é para os isolados
50p, 53p, e 54p que tiveram o crescimento totalmente inibido

nas doses de 100 e 200 ppm, muito embora o isolado 53p tenha
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TABELA 10 - Diametro médio (cm) das colonias dos isolados de
Colletotrichum  gloeosporioides,  desenvolvidos sob
diferentes doses de benomyl, aos 5 dias de incubagéo.

ISOLADO DOSE (ppm)
0 100 200 400

1p 5,50 ab** 2,66 ab 2,16 ab 2,60 a

5p 4,36 bcd 1,96 abcd 2,16 ab 1,96 ab
6p 4,43 bcd 2,30 abc 2,06 abc 2,03 ab

7p 4,46 bcd 2,56 abc 2,53 a 2,33 ab
9 4,13 bcd 1,93 abcd 1,90 abced 1,73 abc
10p 4,40 bcd 2,70 ab 2,26 ab 2,26 ab
18p 3,83 cd 2,23 abcd 2,36 a 2,13 ab
25p 4,40 bcd 2,30 abc 2,10 abc 1,90 ab
273 3,56 de 2,80 a 1,06 de 1,93 ab
283 2,76 ef - 1,80 bcd 1,16 cde 2,50 ab
303 2,46 f 1,63 cde 1,03 de 2,43 ab
35j 2,20 f 1,26 de 1,06 de 1,90 ab
50p 4,20 bcd 0,80 e 0,80 e 1,56 bc
53p 4,80 bc 0,80 e 1,33 bcde 2,10 ab
54p 5,83 a 0,80 e 0,80 e 0,80 ¢

DMS (1%) = 0,99
** Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si ao
nivel de 1% de significdncia, de acordo com o teste de Tukey.
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TABELA 11 - Didmetro  medio (cm) das colonias dos isolados de
Colletotrichum gloeosporioides, desenvolvidos sob diferentes
doses de benomyl, aos 10 dias de incubacdo.

ISOLADO DOSE (ppm)
4] 100 200 400
iD 7,53 ab** 4,10 bc 3,56a 3,86 a
5p 6,96 b 3,30 ¢ 3,60 a 3,13 a
5p 7,30 b 3,83 bc 3,40 a 3,23 a
7D 7,40 ab 3,93 bc 3,83 a 3,70 a
Sp 6,83 b 3,20 ¢ 2,80 a 2,90 a
10p 6,86 b 4,30 bc 3,80 a 3,93 a
18p 6,96 b 3,60 bc 3,63 a 3,43 a
25p 6,86 b 3,63 bc 3,76 a 3,16 a
273 8,00 ab 7,13 a 1,26 ¢ 1,46 b
283 6,93 b 4,86 b 1,83 bc 4,13 a
303 7,03 b 4,80 b 1,53 bc 4,10 a
353 6,80 b 3,56 bc 1,43 ¢ 3,46 a
50p 7,33 ab 1,03 d 1,00 ¢ 2,90 a
53p 7,83 ab 1,13 d 2,03 bc 3,70 a
54p 8,66 a 1,30 d 0,90 ¢ 0,90 b

DMS {1%) = 1,34
** Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si ao
nivel de 1% de significancia, de acordo com o teste de Tukey.
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se desenvolvido a 200 e 400 ppm e o 50p apresentasse um
ligeiro aumento na dltima concentracgdo testada.

Os isolados de Jilé também se mostraram
igualmente insensiveis ao fungicida, embora suas médias de
crescimento tenham sido menores do que ao observado na dose
zero.

A avaliagdo aos 10 dias de incubacao (Tabela
11) reafirmou os resultados constatados aos 5 dias. 0
isolado 273 nao teve seu crescimento afetado a 100 ppm, sendo
estatisticamente semelhante a testemunha, mas na dose de 200
ppm O mesmo nao ocorreu.

A concentracdo de 200 ug/ml do fungicida nao
alterou o desenvolvimento micelial da maioria dos isolados do
pimentdo, sendo que sé os isolados 50p e 54p se mostraram
sensiveis. Os 1isolados de 3jilé tiveram o didmetro das
colonias bastante reduzidos a esta concentracdo, sendo
estatisticamente inferiores aos outros isolados.

A Figura 4 destaca o efeito das doses do
benomyl sobre o crescimento dos isolados.

Os isolados do jilé tiveram seu crescimento
pouco afetado a 100 ppm, mas 0 mesmo nao aconteceu a 200 ppm
onde o didmetro das colonias foi muito pequeno.

Os isolados de pimentdo tiveram o didmetro das
colonias praticamente reduzidos a metade a 100 ppmn,

permanecendo inalterado a 200 ppm, apesar dos isolados 50p,

53 e 54p terem se mostrado mais sensiveis.
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A andlise das curvas de regressao polinomial

iratica, permitiu a determinacdo da ED,, para todos os
tiolados (Figura 5).

Os 1isolados de pimentdo evidenciaram ED.,
siavada, maior do que 150 ppm, tendo o isolado 18p alcancado
o valor maximo de 400. Entretanto, os isolados 50p, 53p e

5+4v, ©S mals sensiveis, tiveram ED., em valores de 68, 76,5

7

= 70, respectivamente.

Nos isolados de jild a ED., ficou prdxima de 100
= portanto um pouco abaixo das determinadas para a maioria
dos isolados de pimentéo.

Os isolados 50p, 53p e 54p foram os que tiveram
seu crescimento mais inibido a 200 ppm, embora todas as

curvas tenham sido decrescentes em relagdo as doses e todos

H

x

; isolados tenham sido capazes de se desenvolver a 400 ppm

5

™
O

L

~3

A

fungicida, sendo este crescimento, em guase todos os

O

casos, superior ao observado na dose de 200 ppm, como bem os

demonstram as Figuras 4 e 5.

4.6, Eficiéncia "in vitro®" dos fungicidas diniconazole,

prochloraz, tebuconazcle e triadimenol

4.6.1. Diniconazole

As médias do crescimento micelial (cm), dos

isolados de Colletotrichum gloeosporioides, desenvolvidos "in
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vizro® com as doses de 0 1,10 e 100 ppm de diniconazole,
eznio demonstradas na Tabela 12.

O isolados de pimentao 7p, 10p seguido pelo 54p
foram Os mals insensiveis a este fungicida nas doses 1 e 10

opm, guando comparados aos outros isolados de pimentdo e

A partir da adicao de lug/ml de diniconazole o
crsscimento micelial foi muito inibido, destacando-se os

izniados 2p, 273, 363] e 323 e 0 393, que foram os mais

( ﬁ

ensivels, nado tolerando a preseng¢a do diniconazole,
As doses de 10 e 100 ug/ml deste ingrediente

ativce nao foram diferenciadas para todos os isolados, &

excacao do 7p, 1l0p e 54p, nao sendo constadada diferencas

4

significativas, embora a média do crescimento tenha sido
muito baixa.

A ED,, para este fungicida foi determinada
atraves de andlise de regressao polinomial guadrdtica, para

cs isclados 7p, 10p, 51p, 53p e 54p, como mostra a Figura 6.

3]

ossa determinacdo sé foi possivel de ser feita para os

olados de pimentdo, 34 que os do 3jilé a andlise de

et
(Al

in

egressdo foli de coeficiente de determinacao baixo.

Os isolados 51p e 53p, sensiveis, tiveram ED,,
baixa, em torno de 5,0. Para os isolados 7p, 10p e 54p, que
se mostraram insensiveis, a ED., foi de 14,0, 56,0 e 18,5 ppm,
respectivamente.

Os perfis das curvas foram decrescentes para
todos os isolados, sendo semelhante entre o 51p e 53p e entre
7p, 54p e 10p, apesar de que para o ultimo o crescimento

micezlial tenha se mantido constante até a dose de 10 ppm.
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TABELA 12 - Crescimento micelial (cm) dos isolados de Colletotrichum
gloeosporioides, desenvolvidas "in vitro", nas doses de 0,
1, 10 e 100 ppm de diniconazole.

ISOLADO DOSE (ppm)
0 1 10 100

1p 8,70 ab¥** 2,93 de 0,80 b 0,80 a

2p 8,83 a 0,80 f 0,80 b 0,80 a

Tp 9,0 a 7,5 a 5,40 a 0,80 a
10p 7,33 d 6,86 ab 6,46 a 0,80 a
25p 8,53 abc 1,9 ef 0,80 b 0,80 a
273 8,13 abcd 1,06 f 0,90 b 0,80 a
313 8,33 abcd 2,83 de 1,0 b 0,93 a
323 8,66 ab 0,80 f 0,80 b 0,86 a
355 7,66 bcd 2,30 e 0,80 b 0,80 a
363 8,16 abcd 0,80 f 0,80 b 0,80 a
393 7,93 abed 0,96 f 0,93 b 1,33 a
50p 8,19 abcd 2,66 de 1,10 b 0,90 a
51p 8,13 abcd 3,63 cd 1,06 b 0,80 a
53p 7,40 cd 4,43 ¢ 0,80 b 0,80 a
54p 9,0 a 6,33 b 5,73 a 1,10 a
Média 8,26 A 3,05 8B 1,89 C 0,87 D

DMS (1%) = 1,14

** Médias seguidas por letras mindsculas distintas na coluna e, por
letras maiusculas distintas nas linhas, diferem entre si ao nivel de
1% de significdncia, de acordo com o teste de Tukey.
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Figura 6. Efeito de doses crescentes do fungicida diniconazole sobre o crescimento
(cm) micelial de isolados de Colletotrichum gloesosporioides .



79

4.6.2. Prochloraz

As médias do crescimento micelial (cm) dos
isolados de C. gloeosporioides, desenvolvidos "in vitro”, com
as doses de 0, 1, 10 e 100 ppm de prochloraz, estao
demonstradas na Tabela 13.

Para este fungicida, o isolado 273j mostrou-se
o mais insensivel, em todas as concentra¢does testadas,
diferindo significativamente dos outros, sendo que a 100
pg/ml o seu crescimento micelial foi reduzido & metade em
relagao as doses anteriores.

O isolado mais sensivel a este fungicida foi o
35j gue ndo cresceu a 1 pg/ml, enquanto outros como o 2p, 1lp,
i0p, 393, 51p, 53p e 54p, igualmente sensiveis, tiveram
pequeno desenvolvimento micelial.

Os isolados 32j, 36J, 50p e 25p, tiveram o seu
crescimento reduzido mas ndo foram tédo insensiveis como o 277
e nem tado sensiveis quanto aos outros.

A partir da dose de 10 ppm nao houve
crescimento dos isolados e quando isso ocorreu, o diametro
médio das colonias ndo ultrapassou a 2,0 cm, excluindo-se o
isolado 27]j. Da mesma maneira, nao houve crescimento

micelial a concentragdo de 100 upg/ml.
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TABELA 13 - Crescimento micelial (cm) dos isolados de Colletotrichum
gloeosporioides, desenvolvidos "in vitro", nas doses de 0,
1, 10 e 100 ppm de prochloraz.

ISOLADO DOSE (ppm)
0 1 10 100

ip 8,7 ab** 1,7 cde 0,80 b 0,80 a

2p 8,83 a 2,10 cde 1,16 b 0,80 a

7p 9,0 a 2,23 ¢ 0,80 b 0,80 a
10p 7,33 d 1,96 cd 0,90 b 0,80 a
25p 8,53 abc 2,73 bc 0,80 b 0,80 a
273 8,13 abcd 7,0 a 4,93 a 1,56 a
313 8,33 abcd 2,16 cd 0,86 b 0,80 a
32 8,66 ab 3,5 b 1,93 b 0,80 a
355 7,66 bcd 0,96 e 0,9 b 0,80 a
367 8,16 abcd 2,63 b 0,80 b 0,80 a
393 7,93 abcd 1,63 cde 0,90 b 0,80 a
50p 8,19 abcd 2,7 bc 0,80 b 0,80 a
51p 8,13 abcd 1,33 de 0,80 b 0,80 a
53p 7,43 cd 1,73 cde 0,80 ¢ 0,80 a
54p 9,0 a 1,63 cde 0,8 b 0,80 a
Médias 8,27 A 2,40 B 1,20 C 0,85 D

DMS (1%) = 1,14

** Médias seguidas por letras minudsculas distintas na coluna e, por
letras maiusculas distintas nas linhas, diferem entre si ao nivel de
1% de significancia, de acordo com o teste de Tukey.
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A determinacao da EDs, s6 foil possivel de ser

Zzita para o isclado 277 e seu valor foi de 14 ppm (Figura
Para os outros isclados, a curva de regressao
sclinomial, apesar de significativa, foi de coeficiente de

determinac@o baixo.

9 Y= 7,744615-0,31083839x +0,00249058x
| EDS0=14,0
8
-
B
=
G 4
;3
- 2 -
1 N
O H ¥
0 1 10 100
DOSE (ppm)
27

Figura 7. Efeito de doses crescentes do fungicida prochloraz sobre o
crescimento (cm) micelial de isolados de Colletotrichum
gloeosporioides .
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4.6.3. Tebuconazole

As médias do crescimento micelial (cm) dos
isolados de C. gloeosporioides, desenvolvidos "in vitro", com
as doses de 0, 1, 10 e 100 ppm de tebuconazole estao
demonstrados na Tabela 14.

Observa-se que os isolados 7p, 10p, 31j e o 54p
foram os iinicos isolados que se desenvolveram a concentracgao
de 1 upug/ml deste fungicida. Os outros isolados nao se
desenvolveram ou mostraram crescimento incipiente.

Os isolados 7p, 10p, 54p, 53p e 36) conseguiram
se desenvolver ainda a 10 pg/ml, mostrando-se altamente
insensiveis. Dentre esses os isolados 36 e 53p foram os que
tiveram menor crescimento.

A dose de 100 ppm de tebuconazole inibiu o
desenvolvimento de todos os isolados.

A relagdo quadrdtica foi estatisticamente
significativa e aquelas de coeficiente de determinacgdo maior
do que 0,8, estdao demonstradas na Figura 8.

A dose de eficiéncia (EDs,) para o isolado 7p
foi de 14,7 ppm, 5,0 ppm para o isolado 31j e 11,0 ppm para
os isolados 10p e 54p.

O perfil das curvas dos isolados de pimentao
teve um tracado semelhante sendo diferente do 3Jjildé, que

mostrou ter maior sensibilidade ao fungicida.
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TABELA 14 - Crescimento micelial {cm) dos isolados de Colletotrichum
gloeosporioides, desenvoividos "in vitro", nas doses de 0,
1, 10 e 100 ppm de tebuconazole.

1SOLADO DOSE (ppm)
0 1 10 100
ip 8,70 abx* 0,96 c 0,80 d 0,80 a
2p 8,83 a 0,80 ¢ 0,80 d 0,80 a
7p 9,0 a 6,76 ab 5,33 a 0,80 a
10p 7,33 d 1,9 a 4,03 b 0,80 a
25p 8,53 abc 0,80 ¢ 0,80 d 0,80 a
273 8,13 abcd 0,93 ¢ 0,80 d 1,0 a
313 8,33 abcd 7,06 a 0,80 d 0,80 a
323 8,66 ab 0,80 c 0,80 d 0,80 a
353 7,66 bed 0,80 ¢ 0,80 d 0,80 a
367 8,16 abcd 0,80 ¢ 1,33 ¢d 0,80 a
383 7,93 abcd 0,93 ¢ 0,93 d 0,80 a
50p 8,19 abcd 0,83 ¢ 0,80 d 0,80 a
51p 8,13 abed 1,03 de 0,92 d 0,80 a
53p 7,40 cd 0,80 c 2,23 ¢ 0,80 a
54p 9,0 a 1,63 b 4,50 ab 0,80 a
Media 8,26 A 2,43 B 1,71 C 0,81 D

** Médias seguidas por letras mintsculas distintas na coluna e, por
letras maiusculas distintas nas linhas, diferem entre si ac nivel de

oA

o .. .
1% de significidncia, de acorde com o teste de Tukey.
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Figura 8. Efeito de doses crescentes do fungicida tebuconazole sobre o crescimento
(cm) micelial de isolados de Colletotrichum gloeosporioides .
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4.6.4. Triadimenol

As medias do crescimento micelial (cm) en
rzlacdaoc a testemunha dos isolados de C. gloeosporioides
desenvelvidos "in vitro”™, com as doses de 0, 1, 10 e 100 ppm
de triadimenol estdo demonstrados na Tabela 15.

Para este fungicida todos os isoclados cresceram

ate a concentracdo de 10 ug/ml, a excecao dos isolados 367 e

A 100 ppm apenas os isolados 273, 31j, 397 e

(911
3

mostraram algum desenvolvimento, tendo sido os demais

{
7y
A

isclados inibidos.

O 1isolado 273 fol o mais 1insensivel ao
triadimenol, em gqualquer dose testada, enquanto que o 10p foi
o mais sensivel mostrando esta caracteristica mesmo a4 1 ppn.

O isolado 323 teve seu crescimento reduzido &
metade a partir da concentragao de 1 ug/ml, permanecendo
estdvel a 10 ppm mas sendo totalmente inibido & 100 ppm.

A ED.,, estabelecida pela relagcao gquadratica
ficou em 16,0 ppm para o isolado 273j, 11,0 ppm para o 327,
7,5 ppm para o 50p e 6,0 ppm para o isolado 51p (Figura 9).

A inibicao do crescimento de trés isolados de
C. gloeosporioides (273, 1lp e 54p) em meio de cultura sem
fungicida e com 100 ppm de benomyl, prochloraz, triadimenol,

tebuconazole e diniconazole estd comparada na Figura 10.
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TABELA 15 - Crescimento micelial (cm) dos isolados de Colletotrichum
gloeosporioides, desenvolvidos "in vitro", nas doses de 0,
1, 10 e 100 ppm de triadimenol.

1SOLADO DOSE {ppm)
0 1 10 100

1p 8,7 ab** 2,66 defgh 1,46 bc 0,80 b

2p 8,83 a 2,43 defgh 1,93 bc 0,80 b

7p 9,0 a 2,86 cdef 1,46 be 0,80 b
10p 7,33 d 1,13 i 0,80 ¢ 0,80 b
25p 8,53 abc 2,63 defgh 1,30 ¢ 0,80 b
27 ] 8,13 abcd 6,56 a 5,10 a 2,03 a
31j 8,33 abcd 3,16 cde 1,46 bc 1,26 ab
32 8,66 ab 4,83 b 4,03 a 0,80 b
35 7,66 bcd 1,56 hi 1,43 be 0,80 b
36 ] 8,16 abcd 2,80 cdefg 1,06 ¢ 0,80 b
39j 7,93 abcd 1,70 ghi 1,73 bc 1,36 ab
50p 8,19 abcd 3,86 be 2,46 b 0,80 b
51p 8,13 abcd 3,50 cd 1,46 bc 0,80 b
53p 7,4 cd 2,10 efghi 1,40 bc 0,80 b
54p 9,0 a 1,86 fghi 1,0 ¢ 1,13 ab
Média 8,26 A 2,91 B 1,87 C 0,97 D

DMS (1%) = 1,14

** Médias sequidas por letras minusculas distintas na coluna e, por
letras maidsculas distintas nas linhas, diferem entre si ao nivel de

1% de significancia, de acordo com o teste de Tukey.



CRESCIMENTO ey

CRESCIMENTO (e

N
L

(9%
i

[qe]
1

Y =7.522011-0.2714004X +0.00216520 X
EDS0=16.0

(@)Y
|

n
1

Ao
i

()
It

‘(=7.023020~0.3478215X+O,00285610X2
ED30=110

T —
1 10
DOSE (ppm}

[0323'

2
Y =6.3696-0.4525815X +0.0039606X™
ED30=7.5

Y =6.205610-0.5469888X +0.0049295 4X2
ED50=6.0

100
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4.7. Eficiéncia "in vitro"” dos fungicidas imebenconazole,
iminoctadine, pyremetanil, carbendazin, tricyclazole,
flugquinconazole, flutalonil, fludioxonil, cyprodinil

e fenbuconagole

As médias do crescimento micelial (%) em
relagdo a testemunha, dos isolados de C. gloeosporioides
desenvolvidas em meio de cultura com 100 ppm dos fungicidas
flutolanil (Flt), fludioxonil (F1ld), fluquinconazole (Flq),
iminoctadine (Imm), imebenconazole (Imb), fenbuconazole
(Fnb), cyprodinil (cyp), carbendazin (Carb), tricyclazole
(Tric.) e pyremetanil (Pyr), estdo demonstradas na Tabela 16.

0 fungicida flutolanil reduziu a metade o
crescimento dos isolados 1p, 7p, 18p e perto de 60% em
relagao aos outros isolados, excluindo-se o 6p que apresentou
menor desenvolvimento, sSendo o mais inibido pelo produto,
vindo a seguir o isolado 2p.

O fungicida fludioxonil foi mais eficiente para
os isolados 2p, 25p, 51p, 50p, 53p, 28j e 6j e 39j, seguindo-
se em menor proporgao os isolados 18p, 323j, 35j, 367 e 54p.

Os isolados 1p e 277j foram mais insensiveis.



fluguinconazole (Flg),
(Imb),

fenbuzonazole (Fnb),

LA 16 - Crescimento (%) em relacdo

a testemunha dos
Colletotrichum gloeosporioides, desenvolvidos "in vitro com
100 ppm dos fungicidas: fludioxonil(F1t.), fludioxonil (Fld),

cyprodinil (Cyp),
(carb.), tricyclazole (Tric) e pyremetanil(Pyr)*.

89

isolados de

iminoctadine (Imm), imebencunazole

carbendazin

30LADC FUNGICIDAS
L, Fld. Flg. m, Tub. b, Cyp. Carb. Tric. By,
T 47,28 19,2 36,7a 2,68 20,0cde 15,2 24,ibed 37,5 23,8abcde
i 18,14 2,1 27,80C 13,5 22,8ab  23,%0cde 133D 13,3ef 14,1e 14,%
£p i31,3e 28,5def 13,3 27,6bcd  23,6ab  24,ibcde  13,3D 30,1ab 23,5cd  21,6abcde
T 335 40,6ab 18,50 /.80 e 0ad W, 336 20,2de  24,labcd
dEp 46,he 35,2abcd  12,7d 36,2abc 21,60 24,ibcde  13,2b 27,2abed  22,8cde  20,7abcde
o4k 20,6F 12,74 29,4abed  24,0ab  26,dbcde  12,7b 23,2bcd  29,4abc  16,5de
AR T 41,82 45,0a 1¢,% N6 35T 12,2 21,8cde  32,7ab  28,2ab
T4, 26,3def 33,20 i0,6abc  26,6ab  18,7¢ 29,0a 23,9cd  17,6de  21,6abcde
21 ALk 31,0cde  31,% 3,4abc  25,1ab  28,%abed 27,13 27,5bc  22,7cde  22,4abcde
540, 32,4bcde 32,5 28,2abed  20,6b  29,0abc  28,la  26,8abcd  19,9de  18,0cde
#1 8 3,2cde 32,8 24, 7cd 3,7ab  25,3bcde 33,5 22,5bcd 25,1bcd  27,1ab
¥ 38,5 28, 6def 30,2 20,6de 21,5 21,6bcde 30,7 20,7cdef  16,2de  24,%abed
W 43,5 26,4def 3.5  23,7%d  24,8ab  20,9de  33,6a  19,8cdef  21,8cde  26,2abe
ip 438 23,5t 34,9 32,0abc  24,3ab  22,5bede  32,1a 28,2006 22,0cde  25,6abc
3 4,k 27,4def 32,58 28,2abcd  22,0b 18,2 28,2a 25,3abed  18,9de  20,3abcde
i 4 38,0abc 33,9 26, 5¢d 25,8ab  19,%de i, 7a 12,4 2,1bcd 28,73
e UL3% 30,318 28,33C 2,MC 247D 24,080 23ME BUE 228E 12,63
dla
MW = 9,09
" dados transformados para Arco Seno J/x/103
” Médias seguidas por letras distintas mintdsculas na coluna e maiusculas
na linha diferem entre si ao nivel de 1% de significdncia, de acordo

com o Teste Tukey.



390

A maior parte dos isolados do pimentao tiveram
mais sensibilidade ao fluquinconazole do que os isolados do
3il6, apesar dos isolados 50p, 51p, 53p e 54p nao terem sido
estatisticamente diferentes dos isolados 28j, 323j, 35j 367] e
397.

Os isolados 2p e 277 mostraram—-se sensiveis ao
iminoctadine, sendo estatisticamente distintos dos outros.
Em contrapartida, os 1isolado 1lp apresentou o maior
crescimento micelial, seguido de 7p, 51p, 32j, 28j e 18p O
restante dos isolado se posicionaram intermedidrios entre os
mais sensiveis e os mais insensiveis.

Embora o teste de Tukey tenha detectado
diferencas significativas entre a média dos isolados no
fungicida imebenconazole, observa—-se que estas diferencas, em
termos de porcentagem, foram sido pequenas, ficando o
crescimento ficou compreendido na faixa entre 20-30%,
indicando bom efeito inibidor deste fungicida, ligeiramente
superior, em média, aos ja comentados.

Para o fenbuconazole se destacou-se como maior
média de crescimento os isolados 273j, 7p, 35Jj e 32j; o menor
crescimento foi constatado para os isolados 28j e 53p seguido
do 54p. De maneira geral, este fungicida teve um efeito
inibidor & mesma proporgao que o imebenconazole, sendo

inclusive constatado semelhangcas de comportamento dos

isolados em relacao aos dois fungicidas.
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0 cyprodinil mostrou ser mais eficiente para os
isolados 1p, 2p, 6p, 7p, 18p, 25p e 277J; os isolados 287,
323, 35j, 363, 397 foram os menos sensiveis, mesmo com O
crescimento micelial reduzido para mais ou menos 30%.

Situando-se na mesma proporcgao de inibicdo do
crescimento micelial, & semelhanga do cyprodinil, ficaram os
fungicidas carbendazin e tricyclazole. Os trés fungicidas
inibiram expressivamente o crescimento dos isolados ficando
em todos os casos abaixo de 30%, mas se destacando o isolados
2p, o mais sensivel. Para o carbendazin tem-se o isolado 54p,
o de menor crescimento e o 7p, o de maior.

O tricyclazole atuou menos eficientemente sobre
os isolados 1p e 27) e mais eficazmente sobre o 2p, seguido
por 393, 53p, 35j e 7p.

A comparacdo das meédias dos fungicidas pelo
teste Tukey (Tabela 16) mostrou que o pyremetanil foi o mais
eficiente na inibicdo do crescimento dos isolados, muito
embora as diferencas com os trés ultimos fungicidas que o
precederam terem sido pequenas. Novamente o isolado 2p
superou aos outros em termos de sensibilidade, seguido pelo
25p e 35j. O isolado 27) e 54p foli o mais insensivel, seguido
de 367 e 277.

Na Figura 11 ficam evidenciadas as diferengas
entre alguns isolados dentro dos fungicidas testados, assim

como a eficiéncia relativa dos mesmos.



Figura 10. Crescimento micelial dos isolados 1p, 7p, Sp observados "in vitro" nos tratamentos :
testemunha, benomyl, prochloraz, triadimenol, tebuconazole ¢ diniconazole.
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Figura 11. Crescimento (%) micelial de isolados de Colletotrichum gloeosporioides em meio
com: flutolanil, fludioxonil, fluquinconazole, cyprodinil, carbendazin, tricyclazole,
pyrimetanil, imebenconazole ¢ iminoctadine, a 100 ppm.
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O fungicida flutolonil e fludioxonil foram os
que menos interferiram no crescimento dos isolados, sendo que
o primeiro foli o mais ineficiente na inibigdo do crescimento
guando comparado com os outros fungicidas.

O comportamento do isolado 27) se manteve
estdvel frente aos fungicidas sendo porém afetado pelo
imebenconazole e cyprodinil. Este 1ltimo fungicida também

afetou o crescimento do isolado 25p.

Os outros -isolados de 3jilé, o 32 e 35,
mantiveram seu crescimento & mesma proporgcdo entre os
fungicidas, com pequenas variag¢des, mas com diminuigdo do
desenvolvimento frente aos fungicidas tricyclazole e

pyremetanil.

4.8. Eficiéncia do tratamento preventivo e curativo de 4
fungicidas sistémicos no controle da antracnose na

cultura do pimentéo

O efeito do tratamento preventivo e curativo
dos fungicidas Dbenomyl, diniconazole, tebuconazole e
triadimenol, sobre a incidéncia de lesdes de antracnose na
cultura do pimentdo estd demonstrado na Tabela 17.

Os tratamentos preventivo e curativo com
benomyl e preventivo com diniconazole ndo diminuiram a
incidéncia das lesdes, tendc sidc estatisticamente iguais a

testemunha.
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TABELA 17 - Meédia das  incidéncias lesbes e das notas
atribuidas aos frutos de pimentdo tratados com os
fungicidas benomyl, diniconazole, tebuconazole e
triadimenol’.
TRATAMENTO INCIDENCIA NOTA
Testemunha 70.9 a* 1,34 a**
Praventivo benomyl 70,9 a 1,85 a
Preventivo diniconazole 79,4 a 1,32 bc
Preventivo tebuconazole 56,5 ab 1,43 b
Preventivo triadimenol 34,5 bc 1,19 be
Curativo benomyl 74,2 a 1,41 b
{urativo diniconazole 62,3 ab 1,34 b
Curativo tebuconazole 14,1 ¢ 0,93 ¢
Curativo triadimenol 53,6 ab 1,48 ab
DMS{1%) 0,43

' Dados transformados para Jx+0,5

* Médias seguidas por letras distintas na coluna, diferem entre si ao
nivel de 5% de significancia, pelo teste de Tukey.

**Média seqguidas por letras distintas na coluna, diferem entre si ao
nivel de 1% de significancia, pelo teste de Tukey.
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O triadimenol foi o que apresentou o melhor

efeito entre os tratamentos preventivo, sendo seguido pelo

tebuconazole. Jd ndo se observou para o triadimenol efeito

curativo, tendo sido a média desse tratamento semelhante
estatisticamente a testemunha.

A melhor resposta observada foi gquando se fez

o tratamento curativo com tebuconazole, o qual baixou

expressivamente a incidéncia. Entretanto, apesar desta

resposta desejavel, foi observado efeito fitotdxico sobre a

cultura, caracterizado por descoloragdo e necrose foliar,

encarguilhamento dos brotos foliares e redugdo do porte das

plantas tratadas com este fungicida (Figura 12).

FIGURA 12: Sintomas de fitotoxidez de tebuconazole em plantas
de pimentdo var. Agrondmico G 10.
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As respostas ao tratamento curativo com

diniconazole e triadimenol ndo diferiram estatisticamente
2ntre i, embora em nuimeros absolutos o triadimenol

esentasse a menor média.

Um outro parémetro adotado na avaliacao foi
notas (Tabela 17), atribuidas aos frutos com lesao por
tratamento e que fol baseada em uma escala visual criada de
azcordo com o numero e tamanho de lesdes e aspecto dos frutos.

A avaliacgéo através de notas também destacou o
afeito curativo do fungicida tebuconazole no controle da
antracnose, sendo esse tratamento o de menor média observada.
O tratamento curativo com o triadimenol apresentou pouco
resultado se equiparando a testemunha. Os demais tratamentos
4o diferiram entre si e foram distintos da testemunha.

A Figura 13 representa o efeito dos tratamentos
preventivo e curativo dos fungicidas benomyl, diniconazole,
tebuconazole e triadimenol, avaliado pelos parédmetros

incidéncia (%) e nota.

4.9. Caracterizacéo serologica de isolados de

Colletotrichum gloeosporioides

A distincd@o sorolégica entre os isolados de
pimentao e jilé fol possivel de ser concretizada pelo método

de ELISA ~Indireto ("Enzime linked immunosorbent assay"),
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INCIDENCIA (%) NOTA

100

l[_:mcmEchLﬁ\ ENOTA |

Figura 13. Efeito dos tratamentos preventivo e curativo dos fungicidas
benomyl. diniconazole. tebuconazole e triadimenol sobre a
incidéncia de lesdes de antracnose em plantas de pimentao.
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cendo em vista gue o método de dupla-difusdo em dgar nao

zvidenciou linhas de precipitagao entre os antigenos

4

reagentes de micélios ou conidios, e os antissoros dos
izclados de pimentdo e jilé.
No teste de ELISA Indireto, as leituras foram

nadronizadas com os antigenos reagentes de micélio dos

izolados de €. gloeosporioides na concentracao de 500 ug em
aguivalentes de SAB/ml e a diluicdo do conjugado-enzima foi
1:2000.

A reacao dos antigenos reagentes e conjugados
com Ig G, obtidos dos antissoros de micélio de isolados de
pimentdo e Jjild, estd expressa em leitura de absorbédncia a
405 nm, na Tabela 18 e Figura 14.

Os antissoros dos isolados do pimentao
reconheceram igualmente os antigenos dos isolados de pimentao
e jilo.

Os 1isolados 30 e 31 de Jjild apresentaram
identidade com o antissoro de pimentdo, do mesmo nivel do

sclado 10 de pimentéo.

},,.u

Os antissoros dos isolados do Jjild reagiram
semelhantemente entre os antigenos dos isolados de pimentéo

e 3ilo, mas reagindo fortemente com extratos miceliais de
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TABELA 18 -~ Resultados do teste de ELISA Indireto (A 405 nn)

da reagao entre os antissoros de micélio
dos isolados de Colletotrichum gloeosporioides
e antigenos obtidos de micélio dos isolados
de pimentdo e 3ilé, na concentragao

de 500 ug em eguivalentes de SAB/ml.

ISOLADOS ANTISSOROS
ISOLADOS DO PIMENTAO ISOLADOS DO JILO
54p 0,296 0,221
53p 0,265 0,452
51p 0,384 0,438
50p 0,384 0,219
25p 0,275 0,390
10p 0,463 0,618
7p 0,352 0,331
367 0,304 0,545
357 0,368 0,359
327 0,337 0,262
317 0,555 0,755
307 0,322 0,731
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A 405 nm

0.8
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ISOLADOS
|CJAS pimentio ESASjilS |

Figura 14. Leitura (A405nm) da reacdo entre antigenos reagentes e antissoros
obtidos de micélio de isolados de Colletotrichum gloeosporioides
de pimentao e jil6. Teste de ELISA.
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homélogos, como nos antigenos dos isolados 36j, 31j e 30j e
um heterélogo como o isolado 10p.

O controle representado pelo soro normal foi

negativo e os resultados mostraram sensitividade mdxima com

os antigenos reagentes concentrados.

4.10. Caracterizagdao dos isolados de Colletotrichum

gloeosporioides por eletroforese

Os perfis eletroforéticos de esterase, extraida
dos isolados de C. gloeosporoides obtidos de pimentédo e jilé,
encontram-se representados no diagrama da Figura 15.

A andlise do nuimero, posicao e intensidade das
bandas eletroforéticas mostrou que os isolados de 3Jjilé
apresentaram 3 bandas. A mobilidade relativa (Rm) das bandas
destes isolados ficou em 1,0 para a primeira, a de maior
intensidade, 2,6 a 3,3 para a inferior e de menor intensidade
que a primeira e uma terceira banda intermedidria, pequena e
de Rm 2,0. O isolado 31j se diferenciou de seus homélogos por
apresentar uma outra banda, posicionada logo apdés a primeira
e de Rm de 1,3.

Os isolados obtidos de pimentdo apresentaram
duas bandas distintas, uma superior de Rm entre 0,5-0,8,
sendo estreita e ligeiramente mais clara que a do jilé na

mesma posicgdo; outra inferior, larga e de forte intensidade,
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cuijo Rm variou de 2,3 a 3,4. No caso do isolado 25p nao se
zvidenciou a banda de Rm 0,8.

A banda intermedidria de Rm 2,0 constatada para

03 isolados de Jilé nado foi encontrada nos isolados de

simentdo, podendo se considerar esta banda como aquela
iferenciadora entre os dois grupos.

Os isolados 53p e 54p exibiram bandas com baixa

atividade enzimdatica, guase ndao detectdveis e por isso néo

foram apresentados na Figura 15.

Na Figura 16 observa-se a representagao da
densitometria do padrdo de esterase destes isolados e cujo
numero, tamanho e posicdo dos picos comparados, reforgam as

observacgdes descritas nos perfis eletroforéticos.



103

*d £ ® d1 ‘dot ‘dgz ‘dig ‘dos ‘Lot¢ ’‘Lge ‘Loc ’‘Lze ‘[1¢ sopetosTt
sop (W) BAT3ETS1 SpEPTIITIqOW NS © 9SeIV]S® 9P SO0OT3I0J0I3a[d sTJaad sop eweaberd :6T VINOIJ

dz dy doi dgz dig dog fog fge fo¢ fze fig  sopojos|

g'e 16

0‘2 Sox]

o1 o't
wy




jo4

de 8 *‘dt ‘dot ‘dgz ‘dig ‘dos ‘(9¢ ‘Cge ‘Cog

u s : \ : . : .H gmHh
C '(T¢ SOpPERTOST SOp osexs3ss ap oeaped op (WU OyS) eTIFSWOFTSUSP ep eweaberq :9
‘Lze ' [OST e

a_m/g\\/

log d og (J
feg

|

dot
dz

dg2

a2

fog ‘
fee ds2
. dig

fge

lee

—=
= s

dog /\4

==
R

fe

Ne



105

5. DISCUSSAO

5.1. Critérios morfolégicos e fisioldgicos

Apesar da variabilidade cultural tipica do
Colletotrichum gloeosporioides, critérios morfoldgicos,
fisiolégicos e de patogenicidade foram estudados para
caracterizar isolados deste fungo, obtidos de pimentéao
(Capsicum annuum L.) e jilé (Solanum gilo Radd.).

Avaliagdes do crescimento micelial no meio de
cultura BDA mostraram que, de um modo geral os isolados do
pimentdo e do jildé necessitaram de 10 dias para que os bordos
da colonia ocupassem todo o dié&metro da placa de Petri. Neste
periodo de tempo estudado, nenhum grupo superou ao outro em
desenvolvimento micelial, apenas alguns se destacaram dentro
dos isolados de pimentdo e jilo.

0 meio de cultura BDA mostrou caracteristicas
desejdvels, previamente determinadas para C. gloeosporioides
(MADEIRA et al., 1987; SIMMONDS, 1965), como sendo um bom meio

para producdo de esporos e massa micelial.
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Especialmente importante entre todos os fatores
fisioldégicos, influenciando o crescimento micelial,
esporulacdo e formacao do apressério €& a temperatura.

A influéncia da temperatura sobre o crescimento
micelial dos isolados se fez notar desde o crescimento inicial
até o crescimento final (aos 10 dias de incubacao), sendo,
neste dltimo caso, determinante na diferenciacdo dos isolados
de pimentédo e jiléd.

Agrupando-se os isolados de pimentdo e
contrastando-os com os de jilé, observou-se que a distincgéo
entre os grupos se deu principalmente pela temperatura étima
de crescimento. Enquanto que para os isolados de pimentédo a
temperatura étima ficou entre 24°-26°C, & excecdo do isolado
54p, nos isolados de 3jilé esta faixa de temperatura foi
inferior, ficando estabelecida entre 18°-21°C. A temperatura
de 32°C foi a limitante do desenvolvimento em todos os
isolados.

Grandes variacgdes observadas no isolado 54p e
273, contrastaram com todos os isolados de cada grupo,mas a
variabilidade entre isolados de C. gloeosporoides, mesmo sendo
provenientes de culturas monospdricas, € comum para esta
espécie, sendo ja relatada para vdrios parémetros e explicada
por sua instabilidade genotipica. CASELA et al.(1994), em
recente revisdo, apontaram vdrios mecanismos que explicariam
as variagdes morfoldégicas e patogénicas em Colletotrichum,

como a heterocariose, aneuploidia, recombinacdo e mutacéao.
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0 estabelecimento da temperatura o6tima de
crzscimento e a temperatura limite, permitiu a SMITH (1990)
distinguir C. gloeosporioides de C. acutatum e C. fragariae,
isolados de morango.

Também SLADE et al. (1987) mostraram que
icoclados de C. gloeosporioides, nao cresceram bem enm
temperaturas acima de 32°C, em concorddncia com outros
trazbalhos de outras espécies de Colletotrichum, como o de
ISHIDA et al. (1969) em C. lagenarium e o de MATHUR et al.
{124%) em C. lindemuthianum.

AGOSTINI et al. (1992) observaram que O
crescimento mdximo de C. gloeosporioides isolados de citrus
21 & 31°C e que a resposta dentro do grupo dos isolados a
temperatura foili semelhante, ficando o crescimento méximo em
torno de 27°C. Em C. gloeosporioides isolado de maracuja,
KAGIWATA (1986) observou que o crescimento micelial aumentou
com o aumento da temperatura de 5 a 25°C, decrescendo a seguir
até 35°C, sendo o mesmo fato observado por FRANCISCO NETO et
al. {1994) em isolados de maracuja, constatando maior
velocidade de crescimento 25°C, dentro de uma faixa de 8°-
33°C.

O tamanho e a morfologia dos conidios sempre
foram enfatizados como um importante critério taxondmico,
embora bastante variavel.

As observacgsées dos conidios de C.

gloeosporioides isolados de pimentdo e jildé mostraram que a
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forma destas estruturas coincidiu com aquela tradicionalmente
descrita para C. gloeosporioides: conidios cilindricos e de
extremidades arredondadas (SIMMONDS, 1965; MORDUE, 1971a),
diferindo das descrigdes feitas para C. capsici e C. indicum,
identificadas com conidios falcados (ROBERTS et al, 1990).

" A coloracdo da massa conidial em meio de cultura
mostrou variacgdes entre cor creme a salmon fortemente
brilhante para os isolados de pimentdo e para os isolados de
jildé a cor ficou entre oliva e cinza escuro. A variagao de
cor entre creme a cinza escuro, passando por salmon e oliva
correspondeu a descrita por diversos autores para C.
gloeosporoides (SIMMONDS, 1965; MORDUE, 1971a; KULSHRESTHA,
1976).

A dimensdo dos conidios tem sido um parémetro
importante na distingcdo entre espécies de Colletotrichum e
subtipos dentro das espécies.

O comprimento dos conidios dos isolados de C.
gloeosporoides, obtidos de pimentdo e jilé, variou de 7,82-
21,85 um de comprimento e 2,53 =-7,36 um de largura. Dentro
dessa amplitude de comprimento e largura, constatou-se que os
isolados de pimentdo tiveram as medidas de comprimento dos
conidios ligeiramente menores do que as do Jjildé e as de
largura foram maiores para o grupo do pimentd&o em relacao ao
do jilé.

O contraste entre os isolados de pimentao e

jildé, embora nao tenha mostrado diferencas estatisticamente
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zignificativas, evidenciou-se que a largura foi mais
diferenciadora entre os grupos do que o fol o comprimento dos
conidios.

Embora a variacao das medidas dos conidios tenha
2ido expressiva, suas dimensdes ficaram compreendidas para
agquelas  descritas na literatura para Colletotrichum
gloeosporioides (SIMMONDS, 1965; MORDUE, 197la; COX et al,
19838) e contrastando com os relatos para C. capsici ou C.
indicum com conidios de comprimento de 16,9 - 28,6 um para o
primeiro e 13,6 -29,9 para o segundo, de acordo com ROBERTS et

., 1990) e ADIXKARAM et al. (1983).

[

-
<

Os apressorios se desenvolveram na extremidade

fubo germinativo, aproximadamente 8 horas apds a germinacao

J

G

C

dos conidios. Os apressoéorios dos isolados do Jjildé foram
escuros e de forma mais constante gque os do pimentéo,
mostrando sempre a forma arredondada e de paredes grossas. Os
dos isolados do pimentdo apresentaram formas varidveis entre
ovalado e lobado e com paredes finas. O comprimento e a
largura destes apressdrios nao foram um bom critério para a
separacao dos grupos, tendo o isolado 35) apresentado o maior
apressoério (9,57 X 7,50 um) e o isolado 25p o menor (5,19 x
4,11 um). Estas dimensodes estao de acordo com as referidas por
MORDUE (197la) para C. gloeosporioides.

Estes resultados estdo em consonéncia com os
comentdrios de COX et al. (1988) que, trabalhando com isolados

Il

de (€. gloeosporioides, concluiram gque a morfologia do
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apressorio e nao o tamanho é um critério dtil na taxonomia.
Entretanto, GUNNELL et al. (1992) afirmaram que o apressério
produzido em cultura nao €& uUtil para a separacao de tipos
dentro de Colletotrichum, j& que eles sao muitos semelhantes
em tamanho e variando pouco na forma. Aqueles autores
enfatizaram também a morfologia das setas como um critério
taxondmico.

Nos isolados de C. gloeosporioides estudados,
tanto os isolados do pimentdo como os do Jjild, nao foi
encontrada a presenca de setas, nem em meio de cultura e nem
no hospedeiro. Esta observagcdo mais uma vez vem a se
contrapor, junto com as dimensdes dos conidios, aos estudos de
ROBERTS et al. (1990), que se referiram ao C. capsici e C.
indicum como agentes de antracnose em Capsicun,
caracterizando-os como possuidores de numerosas setas. Além
das setas, a morfologia e o tamanho dos apressérios de C.
capsici se diferenciaram do C. gloeosporioides observados em
pimentao, pois se apresentaram marrons, triangulares e com 3

um de diédmetro, segundo ADIKARAM et al. (1983).

5.2. Patogenicidade, Serologia e Eletroforese

Dados morfoldgicos tém sido instrumentos
importantes na interpretacdo da variabilidade e taxonomia do
Colletotrichum, mas a contribuicdo se restringe a nivel de

espécie, enquanto que estudos de patogenicidade e andlise
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molscular permitem a resolucdo do complexo C. gloeosporioides
a nivel subespecifico (HAYDEN et al., 1994).

O teste de patogenicidade em frutos verdes
estacados de pimentdo e jilé mostrou diferencas de
cocmportamento entre os isolados. Enquanto os isolados de
pimentdo foram capazes de induzir o desenvolvimento de lesdes
em ambos os tipos de frutos, os isolados de jild sé foram
patogénicos aos frutos de jilé. Isto evidencia uma distingéo

fisioldgica entre os isolados de pimentdao e jild, destacando

()]

forma altamente patogénica dos isolados de pimentdo ou uma
sspeclalizacao fisioldgica para os isolados de jilé. TAKATSU
(1970) 3a havia feito esta constatacao, sé que para este autor
a amspecializagao fisioldgica se referia a fase de maturacgao
docs frutos: uma forma fisioldgica altamente patogénica em
gqualguer fase do desenvolvimento e a outra patogénica apenas
em frutos maduros.

O aspecto da fase de maturacdo dos frutos na
avaliacdao da patogenicidade do (€. gloeosporioides € uma
discussao relevante.

Como ja foi comentado, embora o C.
glioeosporioides seja um patdgeno que se manifeste em frutos
maduros, sob determinadas condigdes tais como ferimentos, alta
pressao de 1indculo e condigcdes ambientais favoraveis, os
sintomas podem ser notados também em frutos verdes e o fungo
permanece latente na planta ou em Qgualguer estdgio de

desenvolvimento do fruto {BINYAMINI et al., 1972).
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De fato, PRAKASAM et al. (1989), usando a técnica
de clarear tecidos infectados de Capsicum annuum, observaram
que o apressdério esteve presente em frutos de todas as idades.
A opcdo de nao usar tecido maduro ou senescente
também foi explicitada por AGOSTINI et al. (1992), em testes
de patogenicidade com citrus. Estes autores afirmaram que
pelo fato de C. gloeosporioides colonizar rapidamente tecidos
senescentes, as pétalas senescentes ndo tinham resisténcia &
infecgdo por nenhum isolado de C. gloeosporioides e que por
isso os isolados nao podiam ser distinguidos em sua
patogenicidade naquela situacdo. Por outro lado, botdes
florais 3Jovens foram afetados apenas quando a pressao de
inéculo era alta.
No presente trabalho, a concentracdo usada de
10* conidios/ml ndo é considerada por alguns autores uma alta
pressao de indculo, embora os frutos tivessem sido feridos.
MADEIRA et al. (1987) compararam inoculacgdes de
fruto de pimentdo, jildé e beringela com 10° e 10° conidios/ml
de C. gloeosporioides, com ferimento. Concluiram que a
inoculacdo com 10° conidios/ml ndo diferenciou os isolados de
beringela do isolado de pimentdo e que isso foli possivel ao se
usar 10‘ conidios/ml, que permitiu diferenciag¢des de gendtipos
de frutos e patogenicidade dos isolados.
A serologia, pelo teste de dupla-difusdo em
dgar, nao permitiu a distincdo entre os isolados de pimentao

e jiléo.
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Neste teste, os antissoros preparados para

izsolados de (€. gloeosporioides foram analisados contra

}

genos obtidos de micélio e conidios e nao houve reacgodes de
pracipitacao entre antissoro-antigenos homdélogos e
heterdlogos.

Algumas hipdteses talvez possam explicar a
auséncia de reagdes de precipitacdo. Por exemplo, talvez o
extrato micelial ndo contivesse antigenos no micélio e, se

orzsentes, esses antigenos ndo foram liberados pela extracao,

PCJ

muito embora a concentragcdao dos antigenos nos extratos
micelials nao tenha sido determinada.

Em Colletotrichum truncatum BRILL et al. (1994)
observaram que 4 de 6 antissoros, obtidos através de filtrados
de cultura, nado reagiram com antigenos obtidos de extrato
micelial, sugerindo que componentes reativos podem se
modificar apds secregdo no meio e nao sao extraiveis em uma
forma reativa.

Cutras explicacdes se somariam a anterior, como
as gue sugerem PURKAYASTHA et al. (1987), como a baixa

afinidade dos antigenos, idade da cultura e pequena taxa de

ifusdo no agar.

2

PURCIFULL et al. (1977) apontam ainda que
impurezas contidas no 4gar tornam seu uso inadequado e que
adicdo de SDS (Dodecyl Sulfato de Soédio) ao dgar facilita a
dissocciacdo dos antigenos e minimiza problemas com

precipitagdes ndo especificas; apontam ainda a adigao de azida
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de sédio a 1% €& um sal que pode influir nas reagdes de
precipitacao.

Técnicas seroldégicas mais sensiveis podenm
detectar determinantes antigénicos especificos, nao
visualizados pelo teste de dupla-difusdao em &gar.

O teste de ELISA tem maior sensibilidade para as
reagoes antigeno-anticorpo.

A maior sensibilidade do teste de ELISA se deve,
segundo CONVERSE et al. (1990), a ligacao covalente entre a
molécula de imunoglobina a uma enzima que imprime ao complexo
a imumoespecificidade da imunoglobina e a atividade catalitica
da enzima, sobre reagentes ligados a uma fase sdlida. A
caracteristica do teste de ELISA indireto é que a enzima esté
ligada a uma molécula que detecta a imunoglobina.

O teste de ELISA indireto foil capaz de detectar
antigenos comuns ou de reacao cruzada presentes nos extratos
miceliais de 1isolados de C. gloeosporioides obtidos de
pimentao e jilé.

Os antissoros de isolados de C. gloeosporioides
de pimentdo ndo diferenciaram os isolados do grupo do pimentao
daqueles do grupo do Jjildé, visto que o reconhecimento dos
antigenos foi igual para ambos.

Apesar dos antissoros de isolados de C.
gloeosporioides do jilé ter tido comportamento semelhante ao
anterior, a reagdao com seus homdélogos foi muito expressiva,

como nos antigenos dos isolados 36j, 31j e 30j.
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Algumas diferencas ocorreram entre antigenos do
mesmo grupo, como o do isolado 10p, que foi mais reativo entre
os do grupo pimentdo e o 31j do grupo Jjilé.

A reatividade para extratos miceliais de outros
grupos foi restrita ao isolado 10p, que reagiu fortemente com
o antissoro do jilé e o antigeno do isolado 30j, que reagiu
fortemente com o antissoro de pimentdo. Os antigenos dos
isclados 50p, S51lp e 7p de pimentdo e 35j e 327J reagiram
moderadamente entre os antissoros homélogos e também com seus
heterdlogos.

A alta sensibilidade dos antissoros ao isolado
307 pode ser explicado como sendo devido a sua alta atividade,
expressa como valores de 2A405. Talvez isso se Jjustifique
pela alta quantidade de niveis de anticorpos 30j ou pela alta
afinidade entre antissoro-antigeno, ou ainda ambas as
proposicdes podem ter contribuido para a alta sensibilidade.

De uma maneira geral, pode-se observar que O
teste de ELISA indireto mostrou gque os determinantes
antigénicos, no grupo dos isolados de pimentdo e no grupo dos
isolados de Jjildé, sd@o semelhantes, podendo o antissoro dos
isolados de jilé apresentar um reconhecimento soroldégico maior
do gque ao do pimentéo.

Os perfis eletroforéticos de esterase vieram a

confirmar variacdes ocorridas nas caracteristicas entre

isolados do mesmo grupo.
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Observou-se por exemplo, que o isolado 31j
possui uma banda estreita e de Rm 1,5, inexistente entre os
outros de seu grupo. Da mesma forma, o isolado 25p teve seu
padrdo de esterase muito diferente do observado dentro do
grupo pimentao.

O gel preparado para suporte da enzima esterase,
mostrou que os isolados 32j, 30j, 35j, 31j e 36] tiveram
migracdo no mesmo padrao, mas diferente do padrdo de migracao
dos isolados de pimentdo 50p, 51p, 25p, 10p, 1p e 7p.

A diferenca encontrada na posig¢do, intensidade
e numeros de bandas distinguiu nitidamente um grupo do outro,
caracterizando o grupo 7Jjilé como possuidores de uma banda
esterase polimorfica de Rm 2,0 e assim tido como banda
diferenciadora.

Alguns autores tém discutido a correlacdo entre
patogenicidade com diferencas nos padrdes enzimdticos.

JUNQUEIRA et al. (1987) observaram a existéncia
de uma relacdo entre viruléncia de isolados de Microcyclus
ulei com padrdes isoenzimdticos, principalmente de esterase,
peroxidase e lactato desidrogenase.

Em Colletotrichum gloeosporioides isolado de
Stylosantes gulianensis, LENNE et al. (1990) fizeram
comparagoes de viruléncia e fendtipos multilocus de isozimas
com uma peopulacdo onde ambos os caracteres variavam e ndo foi

encontrada nenhuma associacgéao.
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Muito embora no presente trabalho tenha sido
sstudado apenas o padrao enzimdatico de esterase, observou-se
gue o comportamento de patogenicidade especifica dos isolados
de ©. gloeosporioides do grupo jilé coincide com a expressao

de uma banda polimérfica a mais no perfil eletroforético, em

dos os isolados de jild e principalmente no 31j, o mais

¢t
e}

atogénico do seu grupo, que apresentou uma outra banda com

)

ztividade nado constatada em seus homdlogos.
Além dessa correlacao, o teste de ELISA indireto
meostrou para o 1isolado 31j) e também o 30j alta atividade

antigénica com alto reconhecimento soroldgico.

5.3. Sensibilidade a fungicidas

5.3.1. Sensibilidade "in vitro®

O fungicida benomyl foi inefetivo no controle do
crescimento micelial para a maioria dos isolados de
Colletotrichum gloeosporioides, j& dque se evidenciou
desenvolvimento "in vitro" até a concentracdo de 400 ug/ml.
Alguns isolados mostraram sensibilidade ao produto, sendo o

rescimento reduzido a partir da adicdao de 100 ppm do

ingrediente ativo.
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A ED,, elevada, gQuase sempre superior a 100
ug/ml, reafirma a insensibilidade dos isolados do pimentéo e
jilé.

O benomyl é um fungicida que vem sendo empregado
pelos agricultores hd algum tempo e nao tem mostrado
resultados satisfatdérios (FERNANDES et al., 1994a/b). Esses
autores também obtiveram resultados que evidenciaram a
resisténcia de isolados de ¢. gloeosporioides, obtidos de
pimentdo, berinjela e jildé, a concentracdo de até 1000 ugl.

Os fungicidas diniconazole, prochloraz e
tebuconazole inibiram o crescimento dos isolados a partir da
concentracado de 1 ug/ml, a excecdo de alguns isolados que se
desenvolveram a 10 ug/ml. J4& o triadimenol necessitou de
doses superiores a 10 ug para inibir o crescimento dos
isolados.

O tebuconazole e o diniconazole a 1 ug/ml
mostraram efeito sobre os isolados de Jjild, considerados
sensiveis, excecao feita ao 313, desenvolvido sob
tebuconazole.

O prochloraz e o triadimenol ndo diferenciaram
os 2 grupos, havendo oscilacodes de maior e menor
insensibilidade entre eles, dependendo do isolado. O isolado
27j foi insensivel até mesmo na dose de 100 ppn.

Estudos "in vitro" feito por outros autores
apontavam para a eficiéncia dos compostos inibidores da

biossintese do ergosterol sobre alguns patdégenos. Assim, ©
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prochloraz havia fornecido bom controle dos patdgenos que néao
séc inibidos por benzimidazdis (ECKERT et al., 1985). Esses
autores afirmaram também que o aparecimento de toleradncia ou
ingensibilidade ao prochloraz foi acompanhada por perda de
patogenicidade.

Para o C. gloeosporioides essa correlagdo nao

foi1 constatada, sendo observado gue os isolados considerados

5
o

nos  sensiveis, como os do 3jilé, tiveram especializagao

I'¢

patogénica.

Alguns outros produtcs novos ou sem registro para
a cultura e a doenca foram testados e os resultados indicaram
gus mesmo a concentracdo de 100 ppm do principio ativo, néo
fol o suficiente para a inibicdo total do crescimento.

No entanto, alguns fungicidas forneceram algum
controle, reduzindo o crescimento micelial em 70~80% en
relacao a testemunha, para a maioria deles.

Os fungicidas que tiveram maior efeito
fungitéxico foram o pyremetanil e o tricyclazole, sendo
seguido com médias muito proximas pelo carbendazin e o
cyprodinil.

0 cyprodinil €& um novo fungicida pertencente a
uma nova familia quimica das pyrimidaminas. E considerado
como altamente eficiente contra Pseudocercosporella, Erisiphe
graminis, Drechslera teres, Septoria e outros (BOCQUET et al.,
19924). Segundo McKENZIE (1994), seu modo de acao se da pela

inibicdo da biossintese de aminodcidos, nao apresentando
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resisténcia cruzada com triazdis, benzimidazdis ou
dicarboximidas.

O carbendazin é um derivado de benzimidazol,
entre os quais estd o benomyl, e apesar da insensibilidade ja
constadada dos isolados para com o benomyl, o carbendazin tem-
se mostrado mais eficiente. A eficiéncia do carbendazin ja
foi relatada "in vitro" por KORE et al. (1989), que
adicionaram 50 ppm de carbendazin em meio de cultura e
observaram que nao houve bom crescimento para C. capsici. Em
estudos "in vivo", foi relatada a ocorréncia de resisténcia de
C. coffeanum ao carbendazin. Entretanto, OKIOGA (1976) relata
que o efeito do carbendazin é 1inibir a esporulacdo e os
trabalhos "in vitro" observam a inibigdo sobre o crescimento
micelial.

Na cultura do pimentdo, MISHRA (1988) encontrou
um bom controle da antracnose pulverizando Capsicum annuum com
0,50 ppm de carbendazin, recomendando seu uso para O controle
da antracnose.

Fenbuconazole e imebenconazole tiveram nivel de
controle semelhante mas foram melhores do que iminoctadine,
flutolonil, fludioxonil e o flugquinconazole.

O fludioxonil é um novo fungicida ndo sistémico
de amplo espectro pertenendo ao grupo dos fenilpirroles. Foi
desenvolvido para aplicacdes foliares para vegetais, algumas
fruteiras no controle de Botrytis, Monilinia, Sclerotinia,

Rhizoctonia e Alternaria (LIGUORI et al., 1994).
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O iminoctadine a 10 ppm mostrou ser efetivo

contra vdrios fungos testados in vitro por KOIZUMI (1994).

@]

Este autor relata que houve inibicdo do crescimento e
esporulacdo de Penicillium, Geotrichum candidum e que no campo
controlou Alternaria e Diaporthe, mas nao fez nenhuma
referéncia ao Colletotrichum.

0 fluquinconazole é um novo fungicida inibidor
da biossintese do ergosterol e é considerado como um fungicida
de amplo espectro de atividade em pulverizacdes contra asco e
deuteromycetos.

Segundo RUSSEL et al. (1992), o flugquinconazole
fornece excelente controle contra Cercospora, Phoma, Septoria
e outros. Também nédo foi estudado em Colletotrichum como todos

08 outros.

5.3.2. Sensibilidade "in wvivo"

Da mesma forma que foi observado "in vitro", o
tratamento com benomyl, pré e pds inoculacdo, e o tratamento
preventivo com o diniconazole nao controlaram a antracnose em
plantas de pimentéo.

O melhor controle foi obtido primeiramente com
o tratamento curativo com o tebuconazole e com menor
eficiéncia o triadimenol e esses resultados coincidem com Os

encontrado "in vitro".
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0 triadimenol e tebuconazole sao produtos que
ndo sdo recomendados para a cultura e nem para o controle da
doenca em estudo. A fitotoxidez observada para tebuconazole
talvez possa ser evitada com adequacado da dose, modo e época
de aplicacao. O detalhamento desses aspectos tornar-se-ia
importante, j& que o tebuconazole mostrou controlar a doenga
quando aplicado apdés a inoculagéo.

A excecdo do benomyl, os outros produtos séo
novos ou nunca foram estudados para a cultura, néo se
encontrando trabalhos que possam complementar os resultados e
contribuir para o estudo.

Devido ao uso intensivo de fungicidas na
cultura, tolerdncia ao benomyl 3j& havia sido relatada,
inclusive para Colletotrichum em solandceas e também para
outras familias como em citrus, morango, abacate, manga etc.
(ECKERT, 1990). Essa tolerédncia e insensibilidade dos
isolados de C. gloeosporioides explica porque o tratamento
preventivo e curativo com esse fungicida ndo apresentou efeito

sobre a doenga e seus resultados se igualaram a testemunha.
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6. CONCLUSOES

Nas condigdes experimentais em que foi realizado

o presente trabalho, pode-se concluir que:

- Os 1isolados de Colletotrichum gloeosporioides obtidos de
pimentdo e jild se distinguiram na morfologia do apressodrio;
os de Jjildé tendo paredes grossas e forma arredondada e os do

pimentdo tendo forma lobada e com paredes finas.

- As dimensodes dos apressdrios e conidios variaram pouco entre
os 1isolados, sendo a largura dos conidios um fator de
diferenciacao mais expressivo do que o comprimento. Apenas

essas caracteristicas nao permitiram separar os isolados.

- A temperatura 6tima de crescimento micelial mostrou ser um

método dtil para separar os isolados do pimentdo e jilo.

- Os isolados de C. gloeosporioides foram mais agressivos aos
frutos dos quais se originaram, sendo os isolados de pimentdo
agressivos também aos frutos de jild, sendo que estes exibiram

especializacdao fisioldgica na patogenicidade.
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- O teste de ELISA-indireto mostrou que os determinates
antigénicos, entre os grupos estudados, foram semelhantes,
embora o antissoro do isolado de jilé tivesse um
reconhecimento serolégico maior do que o antissoro do

pimentao.

- A eletroforese do padréao esterase distinguiu nitidamente os
isolados de pimentdo dos isolados de 3jilé, pela presenga

nestes tltimos de uma banda diferenciadora de Rm 2,0.

- O fungicida benomyl ndo controla C. gloeosporoides "in vivo"

ou "in vitro".

- Alguns fungicidas ndo testados na cultura de Capsicum e
sobre (. gloeosporioides, mostraram algum potencial no
controle da antracnose, como tebuconazole e sobre o
crescimento micelial como o tricyclazole, pyrimetanil,
carbendazin, cyprodinil. Nas concentrag¢des estudadas ndao foi

possivel correlaciondé-los como mais um critério taxonémico.
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APENDICE 1: Analise de varidncia do crescimento micelial média
dos isolados de Colletotrichum gloeosporioides.

Causas da Quadrado Médio
variacao GL

5 dias 10 dias
Isolado 17 6,05%% 5,55%%
Residuo 36 0,48 0,94
C.V. (%) 17,34 15,09

*% Zignificativo ao nivel de 1%.

H
»

IDICE 2: Analise de variédncia do diédmetro médio das
colonias de Colletotrichum gloeosporioides,
desenvolvidas sob diferentes temperaturas.

AP!

&

Causas da Quadrado Médio
variacao GL

5 dias 10 dias
Isolado (I) 17 9,27%% 8,28%x%
Temperatura (7T) 4 113 ,48%% 379,79%%
I XT 68 2,20%% 3,35%%
Residuo 180 0,18 0,25
C.V. (%) 17,56 12,62

** Significativo ao nivel de 1%. de probabilidade
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APENDICE 3: Andlise de varidncia do comprimento e largura
(um) dos conidios, dos isolados de
Colletotrichum gloeosporioides.

Causas da Quadrado Médio
variacao GL

comprimento largura
Isolado 20 106,75%%* 7,77%%*
Residuo 1000 3,10 0,32
C.V. (%) 12,39 12,40

** Significativo ao nivel de 1%. de probabilidade

APENDICE 4: Andlise de variéncia do comprimento e largura

(um) dos apressérios de Colletotrichum

gloeosporioides.
Causas da Quadrado Médio
variacao GL

comprimento largura

Isolado 10 47 ,35%% 24 ,69%*
Residuo 209 0,93 0,79
C.V. (%) 14,44 16,88

*#% Significativo ao nivel de 1%. de probabilidade

APENDICE 5: Andlise de varidncia do diédmetro (cm) das lesdes
em frutos destacados de pimentdo e 3jilé,
inoculados com isolados de Colletotrichum

gloeosporioides.
Causas da Quadrado Médio
variagao GL
Hospedeiro (H) 1 1,94%%
Isolado (I) 19 2,54%%
H* T 19 1,53%%
Residuo 120 0,06
C.V. (%) 17,78

** Significativo a nivel de 1% de probabilidade
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APENDICE 6: Andlise de varidncia e do didmetro médio (cm) das
colonias dos isolados de Colletotrichum
gloeosporoides, sob diferentes doses de benomyl.

Causas da Quadrado Médio
variacao GL

5 dias 10 dias
Isolado (I) 14 2,41%% 3,84%x%
Doses (D) 3 55,45%% 204 ,02%%*
I * D 42 1,22%%* 3,64%%
Residuo 120 0,09 0,17
C.V. (%) 12,89 10,12

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade

APENDICE 7 : Andlise de variadncia do crescimento micelial
(cm) em relagdo a testemunha, dos isolados
de Colletotrichum gloeosporioides, desenvolvidos
"in vitro" sob diferentes doses (ppm)
dos fungicidas diniconazole, prochloraz,
triadimenol, tebuconazole*

Cau;as da G.L. Quadrado
variacdao Médio
Fungicida (F) 3 457,04
Dose (D) 2 9974,18
Isolado (I) 14 966,17
F * D 6 107,84
F *x I 42 633,66
D * I 28 279,48™
F D * I 84 203,59
Residuo 360 11,05
CV (%) 12,43

*

Dados transformados para Arco seno J/x/103
Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

dede
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APENDICE 8 - Médias dos fungicidas dentro dos isolados de Colletotrichum

gloeosporioides.
ISOLADO FUNGICIDAS

prochloraz triadimenol tebuconazole diniconazole
lp 3,0 cde* 3.40 cde** 2,81 d** 3,35 bcd*
2p 3,22 bc 3,5 cd 2,80 d 2,80 cdef
7p 3,20 bc 3,53 cd 5,47 a 5,67 a
10p 2,75 cde 2,51 g 4,87 b 5,36 a
25p 3,22 bc 3,31 cdef 2,73 d 3,0 bcdef
27 5,41 a 5,45 a 2,71 d 2,72 ef
313 3,04 cde 3,55 cd 4,25 ¢ 3,27 bcde
323 3,72 b 4,58 b 2,76 d 2,78 def
35] 2,6 e 2,86 fg 2,51 d 2,89 bcdef
36 3,10 cde 3,21 def 2,77 d 2,64 f
397 2,81 cde 3,18 def 2,65 d 2,79 cdef
50p 3,12 cd 3,83 ¢ 2,65 d 3,21 bcde
51p 2,76 cde 3,47 cd 2,71 d 3,41 b
53p 2,69 de 2,92 efg 2,80 d 3,35 be
54p 3,07 cde 3,25 def 5,05 ab 5,54 a
Média 3,18 C 3,50 A 3,30 B 3,52 A

DMS (5%) = 0,51

DMS(1%) = 0,57

* Médias seguidas de letras mindsculas na coluna diferem entre si ao

nivel de 5% de significdncia, pelo Teste de Tukey.

** Médias seguidas por letras mindsculas na coluna e maidscula na Tinha,
diferem entre si ao nivel de 1% de significdncia pelo Teste Tukey.



APENDICE 9 :

150

Andlise da varidncia do crescimento (%) em
relacao a testemunha, dos isolados de

Colletotrichum gloeosporioides, desenvolvidos

em meio de cultura com 100 Ppm dos
fungicidas flutolanil, fludioxonil,
fluquinconazole, iminoctadine, imebendazole,
fenbuconazole, cyprodinil, carbendazin,
tricyclazole e pyremetanil*.

Causas da Variacéo GL Quadrado Médio

Fungicida (F) 9 1681,28%%*
Isolado (I) 16 275,76%%
Fx I 144 122,45%%*
Residuo 340 8,71
C.V. (%) 10,99

* Dados transformados para Arco seno /x/103

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
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APENDICE 10 - Andlise de varidncia da nota e da incidéncia de
lesdes de antracnose em frutos de pimentdo sob
tratamento preventivo e curativo com os
fungicidas benomyl, diniconazole, tebuconazole
e triadimenol.

Causas da G.L. Quadrado Médio
variagao

Incidéncia? Nota?
Blocos
Tratamento 8 19114,67%* 0,24%*
Residuo 24 133,32 0,03
C.V.(%) 19,82 13,17

* Dados transformados para Arco seno /x/100
? Dados transformados para Arco seno /x+0,5
* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade
**Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.





