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ABSTRACT

Tozze Jr., H.J.; Mdlo, M.B.A.; Massola Jr., N.S. Morphological and physiological characterization of Colletotrichum sp. isolates from solanaceous

crops. Summa Phytopathologica, v. 32, n. 1, p. 71-79, 2006.

Anthracnose is a very frequent disease of solanaceous crops. The
causal agent is reported as Colletotrichum gloeosporioides. In this
work, Colletotrichum sp. isolates from hot pepper, sweet pepper and
garden egg were characterized based on some of their morphological
and physiological characteristics. Morphological characterization was
based on the size and shape of conidia and the shape of the apresso-
ria of 30 isolates. Physiological characterization was based on gro-
wth in different temperatures, use of different carbon sources and
sensitivity to benomyl. Fifteen isolates were cultured on PDA under
10, 15, 20, 25, 28 and 30°C. Use of carbon sources was achieved by
culturing 32 isolates on minimal medium supplemented with glucose,
fructose, lactose, maltose, sucrose or starch. To establish benomyl
sensitivity, 43 isolates were cultured on PDA supplemented with O, 1,
10 and 100 pg/mL of the fungicide. Garden egg isolates were less

sensitive to benomyl and showed mainly fusiform conidia, with acute
ends, similar to C. acutatum. Isolates from hot pepper and sweet
pepper were highly sensitive to benomyl and showed mainly cylin-
drica conidia, with round ends, similar to C. gloeosporioides. Irre-
gular, clavate or circular apressoria were observed in all isolates.
Starch was the carbon source that led to the greater mycelia develo-
pment of most isolates. The optimal temperature for amost al isola-
tes was near to 25°C, except for an isolate from hot pepper, which
developed better at 28°C. The mycelial growth rates of all isolates,
for all tested temperatures, were similar to those showed by C. acu-
tatum used as reference. The isolates collected from sweet pepper
and hot pepper showed the greatest variability among the studied
characteristics. Finaly, it was shown that C. acutatum is also associ-
ated to anthracnose in solanaceous crops.

Additional keywords: variability, Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum acutatum, sweet pepper, hot pepper, garden egg.

RESUMO

Tozze J., H.J;; Mello, M.B.A.; Massola Jr., N.S. Caracterizacdo morfolégica e fisiologica de isolados de Colletotrichum sp. causadores de
antracnose em solanéceas. Summa Phytopathologica, v. 32, n. 1, p. 71-79, 2006.

A antracnose € uma doenca freqliente nas hortalicas solanéceas. O
agente causal € reportado como o fungo Colletotrichum gloeosporioi-
des. Nestetrabalho caracterizou-seamorfologiae afisiologiade Colle-
totrichum sp. obtidos de pimenta, pimentdo e jil6. A caracterizagdo
morfol 6gica se baseou no tamanho e formados conidios e naformados
apressorios de 30 isolados. A caracterizacao fisiologica foi baseada no
crescimento em diferentestemperaturas, utilizacgo de diferentesfontes
de carbono e sensibilidade ao fungicida benomyl. Quinze isolados fo-
ram cultivados em meio BDA, nas temperaturas de 10, 15, 20, 25, 28,
€30°C. Trintae doisisolados foram cultivados em meio minimo acres-
cido de glicose, frutose, lactose, maltose, sacarose ou amido. Além
disso, 43 isolados foram cultivados em meio BDA suplementado com
0, 1, 10 e 100 pg/mL de benomyl. Os isolados de jil6 apresentaram
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menor sensibilidade ao benomy! e predominéncia de conidios fusifor-
mes, com apices afilados e menores dimensdes, caracteristicas seme-
Ihantes as citadas para C. acutatum. Osisolados de pimentdo e pimenta
apresentaram alta sensibilidade ao benomy! e predominéanciade conidi-
0s cilindricos com &pices arredondados, caracteristicas citadas para C.
gloeosporioides. Apressorios de formato irregular, circular e ovalado
foram observadosindependente do hospedeiro de origem doisolado. O
amido foi afonte de carbono que proporcionou maior desenvolvimento
micelial paraamaioriadosisolados. A temperatura 6tima de desenvol-
vimento, para todos os isolados, foi proxima a 25°C, exceto para um
Unico isolado de pimenta, com maior desenvolvimento a28°C. A velo-
cidade de crescimento micelia para todos os isolados, em todas as
temperaturas testadas, foi semelhante a apresentada pelo isolado pa-
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dréo de C. acutatum usado no teste. Osisolados de piment&o e pimenta
foram os que mostraram maior variabilidade para as caracteristicas es-

tudadas. Finalmente, ficou demonstrado que C. acutatum também esta
associado a antracnose nessas sol anaceas.

Palavras-chave adicionais: variabilidade, Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum acutatum, piment&o, pimenta, jil 6.

Patdgenos do género Colletotrichum tém sido relatados
como parasitas de mais de uma centena de angiospermas (2). A
antracnose, doenca causada por fungos deste género, é uma
das doencas de maior importancia para muitas plantas cultiva-
das, sendo de ocorrénciacomum em hortali gas solanéceas, como
pimentdo (Capsicum annum), pimenta (Capsicum spp.) € jilé
(Solanum gilo).

Ossintomas so caracterizados, em frutos, pelaocorrénciade
depressdo circular dedidmetro varidvel, ocorrendo, em condicles
de altaumidade, presenca de uma massa alaranjada de esporos,
no centro das mesmas. Em condic6es de climaameno aquentee
épocas chuvosas, quando ndo se faz um controle adequado, os
prejuizos podem chegar a100% (14). Muitasvezes, devido aocor-
rénciadeinfeccdo latente (11), ossintomas so se manifestam apos
a colheita e transporte dos frutos, estendendo os prejuizos aos
comerciantese consumidores.

Entre os patégenos do género Colletotrichum, ha especiali-
zacdo paradeterminados grupos de hospedeiros. Parahortaicas
solanéceas, aespécierelatada é C. gloeosporioides, espécie que
também causa antracnose em algunsfrutos como manga, maméao
eabacate (14).

Tradicionalmente, caracteristicas morfol 6gicas como tamanho
eformade conidios e formato de apressorios sdo utilizados para
taxonomiade Colletotrichum (18). Essetipo de avaliacéo permi-
tiu a Goes & Kimati (8), diferenciar trés grupos de Colletotri-
chum associados a queda prematura dos frutos citricos, o grupo
denominado FGG (C. gloeosporioides), com apressoriosdefor-
mato predominante lobulado e conidios de maiores dimensdes, 0
grupo KLA (C. acutatum) com apressorios arredondados e coni-
dios de dimensdes intermediérias e o grupo SGO (C. acutatum)
com apressorios de formato clavado e conidios de menores di-
mensdes.

A caracterizacao baseada unicamente em critérios morfol 6gi-
cos, entretanto, pode ndo ser suficiente, devido agrande variabi-
lidade destas caracteristicas paraa gunsfungos deste género, acen-
tuada quando osisolados em estudo sdo cultivadosem meiosar-
tificiais (20). Estavariabilidade é citada para C. gloeosporioides
eagumas confusdes, especia mente com C. acutatum, tém ocor-
rido (21). Paraminimizar o problema, estudosvisando aintegra-
¢do de métodos devem ser considerados (16). Assim, outros cri-
tériostambém tem sido utilizados na caracterizago dessas espé-
cies.

Entre esses critérios, o desenvolvimento distinto de C. gloe-
osporioides e C. acutatum em diferentes temperaturas tem sido
utilizado por alguns autores para separacéo dessas espécies. Para
C. gloeosporioidesisolado de plantasde citruse mamao, Adaska
veg & Hartin (1), obtiveram 30°C como temperatura 6tima de
desenvolvimento, diferindo de C. acutatum obtido de péssego,
morango e améndoa, cujo crescimento micdlial foi maisintensoa
temperatura de 25°C. Smith & Black (17), utilizando isolados
obtidos de morango observaram maior desenvolvimento de C.
gloeosporioides que C. acutatum, quando cultivados atempera-
turade 32°C.
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Essas espéciestambém tém sido diferenciadas pelasensibili-
dade afungicidas. C. gloeosporioides é citado como mais sensi-
vel abenomyl, captan e propiconazole, e menos sensivel amyclo-
butanil e tebuconazole que C. acutatum (20).

No Brasil, Kuramae-lziokaet a. (13) etambém Goes & Ki-
mati (9) verificaram que osisolados de Colletotrichum associa-
dos a queda prematura dos frutos citricos podem ser divididos
em dois grupos bastante di stintos com relagdo asensibilidade ao
fungicida benomyl. O comportamento diferenciado foi relacio-
nado a presenca de duas espécies diferentes de Colletotrichum
associadas as plantas doentes.

Além dadiferenciacdo de espécies, asensibilidade diferenci-
a afungicidatambém tem sido utilizada como ferramenta para
caracterizar avariabilidade entreisolados de umamesmaespécie
fungica. ParaC. gloeosporioides, um estudo realizado por Badel
& Kelemu (4), no CIAT, revelou umaaltissimavariabilidade na
sensibilidade a benomyl entre setenta e sete isolados sul-ameri-
canos, todos col etados em Sylosanthes. Comparando com astes-
temunhas, os autores encontraram reducdo no crescimento mice-
lial de21% a 96,4% quando o benomyl foi incorporado ao meio
de cultivo naconcentragéo de 0,25 pg/mL. Foi possivel relacio-
nar asensibilidade dosisoladosao local de origem dos mesmos,
indicando haver evolugdo adaptativa deste fungo para diferen-
tes condigBes ambientais.

Um outro critério queevidenciaavariabilidade entreosindi-
viduos de umapopulacdo, € aobservacdo dediferencasfisiol 6gi-
cas gquanto a capacidade de utilizagdo de diferentes substratos.
Estefatojafoi relatado paradiversosfungos, inclusive paraiso-
ladosde C. gloeosporioides causadores de antracnose em manga
(3). Além de diferencas no crescimento micelia e esporulacdo
em fung&o do substrato usado parao cultivo, diferencasnaagres-
sividade ao hospedeiro jaforam observadas. Esta caracteristica,
citadapor Lenn & Brown (15), estaintimamente relacionadaao
estado nutricional do fungo e o estabelecimento das interacfes
entre o patdgeno e seu hospedeiro, af etando processos como ger-
minacdo dos esporos e desenvol vimento do patdgeno.

Esses estudos de caracterizagdo sdo fundamentais paraque se
identifique corretamente e se conhecaaamplitude davariabilida-
de existente entre isolados de um determinado patdgeno. Essas
informagBes sdo essenciais para o desenvolvimento de métodos
de controle, sgja quimico, genético ou cultural, os quaistornam
possivel 0 manejo adequado dadoenca.

O presentetrabal ho teve como objetivo caracterizar isolados
de Colletotrichum sp. obtidos de pimentao, pimenta e jil6, por
meio de analisesmorfol 6gicas, fisioldgicas e de sensibilidade ao
benomyl.

MATERIAL E METODOS
Obtencao dos | solados
Os44 isolados utilizados nos experimentos, provenientes de

diferentes|ocalidades, foram cedidos por pesquisadoresdedife-
rentes instituicBes, ou obtidos a partir de frutos infectados. O
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isolamento foi realizado mediante coleta de esporos diretamente
dasuperficie daslesdes, com agulhahistol égica, e posterior pla-
gueamento em meio BDA. Paragarantir uniformidade genética
necessaria a realizacdo dos experimentos, foram obtidas cultu-
ras monosporicas para todos os isolados (Tabela 1).

Caracterizacao Morfoldgica

Neste experimento, 30isolados (P101, P02, PI03, PI04, PI05,
P106, PI07, P08, PI0Y, PI10, PI11, PI15, PI 16, P120, P41, PI634,
P1809, PAOL, PAO2, PAOS, PAOG, PAOS, PA10, JI02, JI03, JI04,
J05, JI06, JI07, JI11), foram caracterizados quanto ao tamanho e
forma dos conidios e quanto ao formato dos apressorios.

Os esporos utilizados foram obtidos de col6nias desses iso-
lados, cultivadas por 7 a 10 dias, em meio BDA (Difco®), a25
+1°C e sob luz fluorescente continua.

Paraavaliacdo damorfol ogiados conidios, prepararam-sela-
minas semipermanentesem lactofenol. Cinglientaconidiosdecada
isolado tiveram alargurae comprimento medidosindiretamente
por meio da mensuragédo daimagem dos mesmos, projetada em
monitor televisivo através de sistemade video-camaraacoplado
a0 microscopio éptico. O valor correspondente as dimensdes das
imagens (mm), foi convertido paraescalareal (um), correspon-
dente as dimensdes dos conidios, por meio darelacdo obtidaen-
treaescalagrafadano instrumento de medidautilizado paramen-
suracdo das imagens e a projecdo da escala grafada em [amina
micrométricano monitor televisivo (5). Esses conidios, além das
suas dimensdes, foram classificados quanto a forma, segundo
Sutton (18).

Para a avaliacdo do formato dos apressorios, foi preparada,
para cada isolado, uma suspensdo contendo 10° conidios/mL.
Gotas com 40mL, dessas suspensdes, foram depositadas sobre o
fundo de placas de poliestireno e mantidas em camara Umida, a
25+1°C, por 24 h, no escuro. Apos este periodo, cada gota foi
fixada com 20mL de lactofenol e uma laminula foi depositada
sobreamesma. A avaliagdo consistiu naobservacdo do formato
predominante dos apressoriosformados por cadaisolado, emtoda
adreadelimitadapelalaminula.

Caracterizagaofisiologica

Paraacaracterizacdo fisiol0gica, avaliou-se o efeito de dife-
rentes temperaturas, fontes de carbono e doses do fungicida be-
nomyl sobre o desenvolvimento dosisolados.

O desenvolvimento micelial sob diferentes temperaturas foi
testado para 15 isolados (P108, PI20, P41, PI634, PI809, PAO2,
PAO3, PAOG, PAOS, PAQY, JI02, JI04, JI05, JI07, JI13), além de
um isolado de C. gloeosporioides obtido de citros e um isolado
de C. acutatum obtido de morango, utilizados como padrdes para
essas espécies.

Discosde micélio com 5 mm de didmetro, coletados nas bor-
das de col 6nias com aproximadamente umasemana, foram trans-
feridos para o centro de placas contendo meio BDA (Difco ) e
incubadas, em condic¢des de escuro, nas temperaturas de 10, 15,
20, 25, 28 e 30°C por 7 dias. Diariamente, mensuraram-se dois
didmetros perpendicul ares da col 6nia de cadaisolado.

No caso da avaliagéo do desenvolvimento micelial em meio
acrescido de diferentes fontes de carbono, utilizaram-se de 32
isolados, (J102, JI03, JI04, J05, JI07, PAOL, PAO2, PAOS5, PAOS,
PAOS, PAO9, PA10, PI01, PIO2, PIO3, PI04, PIO5, PI06, PIO7,
P108, PI09, PI10, PI11, P13, PI15, PI16, P20, PI30, P140, Pl41,
P1634, PI809).
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Tabela 1. Designacéo, hospedeiro de origem e procedéncia de isolados
do género Colletotrichum utilizados neste trabalho.

Isolado Hospedeiro Procedéncia
Jio2 Jilo Londrina-PR
Jo3 Jilé Londrina-PR
Jio4 Jlo Bragranca Paulista-SP
J05 Jlo Desconhecida
Jo6 Jlé Desconhecida
Jio7 Jlo Campinas-SP
Jos N[o] Indai atuba-SP
J10 Jilé Desconhecida
J11 Jlo Desconhecida
Ji12 Jlo Desconhecida
J13 Jlé BrasiliaDF
PAO1 Pimenta vermelha Desconhecida
PAQ2 Pimenta doce Desconhecida
PAO3 Pimenta vermelha Pardinho-SP
PAOS! Pimenta vermelha Recife-PE
PAOG! Pimenta vermelha Recife-PE
PAO8 Pimenta americana Londrina-PR
PAO9 Pimenta americana Elias Fausto-SP
PA10 Pimenta cambuci Desconhecida
PA11 Pimenta vermelha Desconhecida
PIO1 Pimentao Piracicaba-SP
PI02 Pimentao Campinas-SP
PI0O3 Piment&o Jarinu-SP
PI04 Piment&o Desconhecida
PI05 Piment&o Desconhecida
P106 Pimentao Desconhecida
PIO7 Pimentao Mombuca-SP
PI108 Pimentao Elias Fausto-SP
PI09 Piment&o Desconhecida
PI10 Piment&o Paulinia-SP
PI11 Pimentdo Paulinia-SP
pPI12* Pimentdo Recife-PE
PI13* Pimentdo Recife-PE
PI15 Pimentao Piracicaba-SP
PI16 Piment&o Desconhecida
PI17 Piment&o Londrina-PR
PI20 Pimentdo Londrina-PR
P130? Pimentdo Botucatu-SP
P140 Pimentdo Brasilia-DF
P41 Pimentdo Brasilia-DF
PI634° Piment&o Lins—SP
PI1809° Piment&o Braganca Paulista-SP
P19223 Pimentdo Clementina-SP
PI2523° Piment&o Braganca Paulista-SP

Doadores dos isolados: *Profa. Dra. Maria Menezes (UFRPE); 2Prof.
Dr. Nilton L. Souza (FCA/UNESP); 3Sakata Seed Sudamerica
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Neste experimento, discos de micélio foram obtidosdasbor-
das de col6nias com 5 dias crescidas em meio minimo, prepara-
do segundo Kimati (12). Estes discos foram transferidos para
os centros de placas contendo 0 mesmo meio, porém com dife-
rentes fontes de carbono. As fontes utilizadas foram glicose,
frutose, lactose, sacarose, maltose e amido. As placas foram
incubadas no escuro, a 25 +1°C por 7 dias e a avdiagdo foi
realizada damesmaformaque no experimento anterior.

Paraverificar asensibilidade ao benomyl, foram utilizados 43
isolados (J102, JI03, JI04, J 05, JI06, JI07, JI08, 110, 11, JI12,
PAOL, PAO2, PAO3, PAD5, PAO6, PAOS, PAQ9, PA10, PA11, PI01,
P102, PI03, P104, PI105, PI06, PI07, PI08, PI09, PI10, P11, P12,
P13, P15, P16, P117, PI20, PI30, PI40, PI41, P1634, PI809, PI922,
P12523).

Essesisoladosforam cultivadosem meio BDA, a25+1°C por
5 dias. Das bordas dessas col6nias, foram obtidos discos de
micéliocom 0,5 cm dediametro, osquaisforam transferidospara
o centro de placas de BDA (Difco®) suplementado com be-
nomyl, nas concentragdes de 1, 10 e 100 ug/mL, adicionado
antes da autoclavagem (7). Meio BDA sem adi¢éo de benomyl
correspondeu a concentragdo de Oug/mL. Essas placas foram
incubadas por uma semana a 26+1°C, sob condi¢do de escuro
continuo.

AsavaliagBesforam redizadas diariamente, por meio damen-
suracdo de dois didmetros perpendiculares das coldnias. Os
dadosforam transformados em porcentagem deinibic&o do cres-
cimento micelial, assumindo como 100% o crescimento verifica
do na concentragéo de 0 png/mL.

Todos os experimentos acima descritos foram conduzidos
segundo o delineamento estatistico inteiramente casualizado,
com 4 repeticdes.
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Figura 1. Conidios de isolados de Colletotrichum obtidos dejild,
pimentdo e pimenta.
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RESULTADOSE DISCUSSAO

Caracterizacdo morfolégica

Dentre os isolados estudados, aguns apresentaram morfo-
logia semelhante a C. acutatum e outros a C. gloeosporioides,
segundo Sutton (18) (Tabela 2). De acordo com esse autor, C.
acutatum apresenta conidios retos, fusiformes e abruptamente
afilados nas extremidades, com comprimento variando entre 8,5
e16,5mmelarguraentre 2,5 e 4,0 mm, enquanto C. gloeospori-
oides possui conidios retos, cilindricos, de épices arredonda-
dos, com comprimento entre 12 e 17 mm elarguraentre 3,5e 6
mm. Também foram observados conidios afilados somente em
umadas extremidades, semel hante ao relatado por Vinnere (20),
em isolado padréo de C. gloeosporioides.

Osisolados dejil6 apresentaram esporos com caracteristicas
morfol 6gi cas semel hantes as descritas para C. acutatum por Sut-
ton (18), ou seja, predominancia de conidios com apices dfila
dos, de menores dimensdes que aquel es dosisolados de pimenta
e pimentdo. Estes apresentaram predominanciade esporoscilin-
dricos com apicesarredondados (Tabela2 e Figura 1).

Apesar dosformatos predominantes de esporos dosisolados
de pimentdo e pimenta corresponderem a C. gloeosporioides,
segundo Sutton (18), grande parte dos isolados demonstraram
larguramédiados conidios, inferior ao valor minimo citado pelo
autor para essa espécie, e correspondente aos valores citados
para C. acutatum. O mesmo ocorreu para os isolados PAOL e
PI02 com relag@o ao comprimento médio dos conidios (Tabela
2).

Os formatos de apressdrios observados também se enqua-
dram nos padrdes citados para C. gloeosporioides e C. acuta-
tum. Apressorios ovalados (Figura 2a), circulares (Figura 2b) e

C D
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Figura 2. Diferentes formas de apressérios de Colletotrichum: (A)
ovalado, (B) circular e (C) irregular. (D) Diferentestipos de apressorios
no mesmo isolado. (A) e (B): isolado PA10, (C): isolado PAOG, D:
isolado PI0O1.
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Tabela 2. Caracteristicas morfol dgicas de 30 isolados do género Colletotrichum.

Formato dos conidios (%)

Tamanho médio dos conidios (LLm)

Isolado CiJ indrico Fqsiforme Clavado* Comprimento Largura Formato predo-
Apices Apices minante dos
arredondados afilados Méd. (Min.-Max.) Méd. (Min.-Méx.) apressorios
Jio2 4 96 0 10,2 (8,2-13,7) 24 (1,8-3,3) circular
Jio3 0 94 6 12,2 (8,8-15,9) 2,8 (2,2-3,7) ovalado
Jio4 0 100 0 111 (13.1-9.2) 29 (2,0-3,5) ovalado
Jo5 0 100 0 11,6 (8,8-16,1) 2,8 (2,2-3,3) irregular
Jio6 0 98 2 11,9 (9,2-15.9) 2,7 (2,2-3,1) ovalado
Jo7 2 94 4 129  (104-15,3) 31 (2,4-3,9) ovalado
J1i 4 90 6 11,3 (9,2-16,3) 2,8 (2,0-3,7) circular
PAO1 100 0 0 10,7 (6,5-15,5) 35 (2,6-4,3) ovalado
PAO2 100 0 0 12,8 (9,4-18,2) 31 (2,6-3,9) ovalado
PAO5 100 0 0 144  (12,4-16,1) 4,0 (3.3-4,7) irregular
PAO6 100 0 0 14,7  (12,6-16,5) 42 (3,7-5,1) irregular
PAO8 0 8 2 13,0 (8,8-19,2) 31 (2,4-4,1) ovalado
PA10 96 0 4 13,9 (10,8-19,2) 38 (2,9-4,7) circular
PIO1 82 0 18 153 (12,2-19,2) 3,7 (2,9-4,5) irregular
PI02 82 12 6 11,6 (9,8-14,3) 31 (2,4-3,9) circular
PIO3 86 8 6 13.0 (9,6-15,9) 31 (2,0-3,9) ovalado
PIO4 74 22 4 13,1  (11,0-15,7) 29 (2,4-3,7) ovalado
PI05 82 10 8 13,4  (10,2-18,0) 31 (2,4-4,1) ovalado
P06 86 8 6 13,5 (11,2-15,9) 33 (2,8-3,9) ovalado
PIO7 100 0 0 12,0 (9,4-19,4) 31 (2,6-4,0) ovalado
PI08 80 6 14 13,8  (11,2-17,5) 3,0 (2,6-4,1) ovalado
PI09 90 10 0 13,5 (8,8-21,6) 33 (2,6-4,1) ovalado
PI10 96 4 0 13,5  (10,0-20,8) 3,0 (2,2-4,7) ovalado
PI11 86 12 2 13,0  (10,0-20,8) 33 (2,6-4,1) circular
P15 96 0 4 12,3 (8,8-25,5) 33 (2,4-4,1) ovalado
PI16 68 8 24 13,3 (9,4-20,4) 34 (2,4-5,7) ovalado
PI20 80 14 6 12,2 (9,4-14,5) 2,8 (2,2-3,7) ovalado
P41 92 0 8 13,6 (9,8-18,2) 35 (2,5-4,7) ovalado
PI634 84 12 4 12,8  (10,2-19,0) 2,8 (2,4-3,4) ovalado
PI1809 %4 4 2 13,4 (8,8-16,3) 34 (2,5-4,3) ovalado

* Conidios afilados em uma das extremidades e arredondados na outra.

irregulares (Figura2c) foram encontrados, independente do hos-
pedeiro de origem do isolado (Tabela 2). Paraalguns dos isola
dos(PI01, PAO2, JI 11, JI05) apresencadostréstipos de apressd-
rios (Figura 2d) foi constatada.

Analisando-se conjuntamente os resultados apresentados
na Tabela 2 e Figuras 1 e 2, é possivel notar que os isolados
testados, de modo geral, se dividem em 2 grupos. Aqueles pro-
venientes de jil6 possuem caracteristicas semelhantes a C. acu-
tatum, enquanto que agqueles provenientes de pimentdo e pi-
menta se enquadram melhor nas caracteristicas de C. gloeospo-
rioides, segundo Sutton (18). Entretanto, mesmo dentro desses
grupos, foi grande a variagdo encontrada nas caracteristicas
estudadas, dificultando a delimitag8o precisa de espécies.

Estefato tem sido relatado por outros autores e é verdadeiro
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especialmente para o género Colletotrichum. Formasintermedi-
arias sdo comuns, devido a influéncia do ambiente, principal-
mente. Além disso, sabe-se que existe variagdo na morfologia
dos conidios em fun¢do do local onde sdo produzidos. Conidios
produzidos em acérvulos sdo mais uniformes que agqueles pro-
duzidos em conidiéforos fialidicos (16), frequientemente produ-
zidosem meio de cultura. Dessaforma, cadaisolado de Colleto-
trichum é congtituido por uma populagdo de biétipos, tornando
muito dificil adefini¢éo do conceito morfol gico de espécie (6).

Caracterizacaofisiologica

Em relacdo ao desenvolvimento sob diferentes temperatu-
ras, todos osisolados apresentaram maiores vel ocidades de cres-
cimento atemperaturade 25°C, com excecdo de PA06, com maior
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desenvolvimento a 28°C (Figura 3). Comparando-se aos isola-
dos utilizados como padrdo, estes isolados apresentaram tem-
peratura 6tima para o desenvolvimento micelial mais proximas
daguelas apresentadas por C. gloeosporioides que C. acuta-
tum. Para o isolado padréo de C. gloeosporioides 0 maior de-
senvolvimento micelial ocorreu entre 25 e 28°C, similar ao descri-
to por Vinnere (20), que relatatemperatura 6tima, paraestaespé-
cieentre 26-28,5°C. Entretanto, o isolado padrdo de C. acutatum
apresentou temperatura 6timade desenvol vimento micelial pré-
ximaa28°C, diferindo dafaixadetemperaturaétimacitadapelo
mesmo autor, para essa espécie, correspondente a 25-26,5°C.

Nasdiferentestemperaturas, avel ocidade de crescimento mi-
celia detodososisoladosfoi semelhanteao isolado de C. acuta-
tum usado como padré&o, diferindo do isolado de C. gloeospori-
oides, o0 qual apresentou maior velocidade de crescimento mice-
lial que osdemaisisolados.

A 25°C, amenor amplitude de variacéo entreisolados de um
mesmo hospedeiro, foi constatada para aquel es obtidos de jil6,
revelando maior semelhancaentre 0s mesmos para essa caracte-
ristica.

Entre as fontes de carbono utilizadas, o0 amido proporcionou
o maior crescimento micelial paramaior parte dosisolados estu-
dados (Tabela 3), semelhante a constatacdo de Assis et al. (3).
Esses autores obtiveram mai ores val ores para crescimento mice-
lid, esporulacdo e peso seco, além de maior patogenicidade, para
isolados de C. gloeosporioides quando estes foram cultivados
em melo batata-&gar-amido, em rel acdo aquelescrescidosem meio
com maltose ou glicose. Os autores atribuiram este fato alenti-
d&o na hidrdlise do amido, promovendo menor acimulo de &ci-
dos no substrato do que fontes de carbono mais simples.

O menor desenvolvimento micelial, considerando isoladosde
piment&o e pimenta, ndo foi ocasionado por uma unicafonte de
carbono, entretanto, todos os isolados obtidos de jil6 apresen-
taram menores vel ocidades médias de desenvol vimento miceli-
al, quando cultivados em meio acrescido de frutose, embora,
estatisticamente, semelhantes aos apresentados em algumas
outras fontes de carbono.

Nas diferentes fontes de carbono, os isolados PI01, PI13 e
P130 apresentaram desenvolvimento superior aos demais. Essa
atavel ocidade de desenvolvimento micelia écitadacomo carac-
teristica da espécie C. gloeosporioides, a qual apresenta maior
velocidade de crescimento que C. acutatum (10).

Osisolados provenientes de pimentéo e pimentasforam mais
sensivei's ao fungicidaBenomyl, apresentando ED,, em concen-
tracBesabaixo de 1ug/mL, com excegdo dosisoladosPl40ePl41,
que apresentaram ED, na faixaentre 1 e 10 e 10 e 100ug i.a./
mL, respectivamente (Tabela4). Osisolados provenientesdefru-
tosdejil6 foram menos sensiveisao fungicida, com ED, situado
em concentragdes maiores que 100 pg i.a/mL, com osisolados
JI04eJ11 como excegles, comED, entre10e100 ugi.a/mL eo
isolado JI12comED, entre1e10pgi.a/mL.

Resultados semel hantes a esses foram obtidos paraisolados
de Colletotrichumassociados a queda prematurados frutos citri-
cospor Kuramae-1ziokaet a. (13) e Goes & Kimati (9). Osauto-
res dividiram essesisolados em dois grupos distintos com rela-
¢do a sensibilidade ao fungicida benomyl, um deles contendo
isolados altamente sensiveis, apresentando crescimento nulo
em meio com 1pgi.a/mL, e o outro, isolados que cresciam em
meio com concentracBes el evadas desse fungicida. Além dessa
diferenca na sensibilidade a benomyl, esses dois grupos apre-
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Figura 3. Velocidade de crescimento micelial de isolados do género
Colletotrichum em diferentes temperaturas

sentavam outras caracteristicas particulares. Assim, o grupo dos
isolados sensivels apresentava crescimento rapido em meio de
cultura, com coldnias de coloragéo cinza escuro, enquanto que
os isolados menos sensiveis apresentavam crescimento mais
lento e col6nias de coloragdo cinzaclaraaaaranjada. Utilizando
outras analises, como morfol ogiade conidios e apressorios, tes-
tes de patogenicidade e andlise molecular, identificou-se como
C. gloeosporioides os isolados do grupo sensivel a benomyl e
como C. acutatum osisolados que cresciam em mei o suplemen-
tado com o fungicida.

Analisando-se os resultados do presente trabalho, com base
nas informactes dos trabal hos acima mencionados, € possivel
fazer duas interpretagBes distintas. A primeira delas refere-se
aos grupos de isolados com sensibilidades diferenciadas a be-
nomyl. Nota-se que, no presente traba ho, também foi possivel
distinguir dois grupos com relacdo a sensibilidade ao benomyl.
O comportamento dos isolados provenientes de jilé muito se
assemelhou a0 grupo dos isolados menos sensiveis de citros,
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Tabela 3. Crescimento micelial de isolados do género Colletotrichum em meio minimo, acrescido de diferentes fontes de carbono.

Isolado Velocidade de crescimento micelial (cm/dia)*
AMIDO FRUTOSE GLICOSE LACTOSE MALTOSE SACAROSE MEDIA
Jo2 0535 Alm 0,457 Bde 0,457 Bde 0,435 BCKkl 0,448 BCfgh 0,459 B ij 0,459 def
JO3 0574 Ajk 0,537 A bcd 0,537 A bcd 0,543 A cdefghijk 0,576 A cdef 0,546 A efghi 0,552 bcdef
Jo4 0576 Aijkl 0525 Bbcde 0525 Bbcde 0,476 C ghijkl 0,493 BC defg 0,478 C ghij 0,502 bcdef
JO5 0,555 Akim 0,507 AB bcde 0,507 AB bcde 0,466 B ijkl 0,489 B efg 0,477 B hij 0,493 cdef
Jo7 0528 Alm 0,502 AB bcde 0,502 AB bcde 0,444 BCjkl 0,407 Cgh 0,521 A efghi 0,464 def
PAO1 0501 B nm 0,501 Bbcde 0501 Bbcde 0,590 A cdefg 0,498 B defg 0,523 B efghi 0,519 bcdef
PAO2 0,653 ABefgh 0501 Dbcde 0501 Dbcde 0,632 B abcd 0673 Ac 0,571 C cdefg 0,602 bcd
PAO5 0562 Akl 0,612 A bc 0,612 A bc 0,285 Cm 0,562 A cdefg 0,423 B jk 0,471 def
PAO6 0621 Afghij 0475 ABcde 0475 ABcde 0412 ABI 0,298 B h 0,502 AB efghij 0,453 ef
PAO8 0,742 Acd 0,610 B bc 0,610 B bc 0,650 AB abcd 0,643 AB cde 0,651 AB bcd 0,649 b
PAO9 0648 Aefgh 0501 Dbcde 0501 D bcde 0,548 CD defghijk 0,607 AB cde 0,530 CD efghi 0,566 bcdef
PA10 0,671 A€f 0,532 D bcd 0,532 D bcd 0,573 C cdefghi 0,621 B cde 0,496 E efghij 0,579 bcde
PIOL 0,860 ABb 0,860 Ba 0,860 Ba 0,714 B ab 1,023 Aa 0,734 Ch 0811 a
PIO2 0,612 Aghijk 0582 ABbcd 0582 ABbcd 0,470 C hijkl 0,549 AB cdefg 0,518 BCefghi 0,530 bcdef
PIO3 0,748 Ac 0,606 BC bc 0,606 BC bc 0,626 BC bcd 0,620 BC cde 0,575 C cdef 0,640 bc
PIO4 0,748 Ac 0,621 BCbh 0,621 BCbh 0,626 BC bcd 0,627 BC cde 0,662 B bc 0,639 bc
PIO5 0,633 Aefgh 0503 Bbcde 0503 Bbcde 0,610 A bcde 0,618 A cde 0,577 AB cde 0,589 bcde
PIO6 0,673 A €f 0526 Dbcde 0526 D bcde 0,592 BC cdef 0,621 AB cde 0,544 CD efghi 0,586 bcde
PIO7 0447 An 0,389 Be 0,389 Be 0,449 A jki 0,442 A gh 0,352 B k 0427 f
PIOB 0,641 A efth 0533 CDbcd 0533 CDbcd 0540 CD efghijk 0,596 B cdef 0,502 D efghij 0,561 bcdef
PIO9 0599 Ahijk 0525 BChcde 0,525 BCbcde 0,503 CD efghijkl 0,561 AB cdefg 0,542 BC fgh 0,532 bcdef
PI10 0,626 A fghij 0,539 C bcd 0,539 C bcd 0,574 B cdefghi 0,588 B cdef 0,519 C efghi 0,562 bcdef
PI11 0,648 Aefgh 0525 Cbcde 0525 Cbcde 0,607 AB cde 0,623 A cde 0,558 BC defgh 0,594 bcde
PI13 0860 Bb 0930 Aa 0930 Aa 0,659 D abc 0,853 BCh 0,966 A a 0,846 a
PI15 0,630 Aefghij 0559 A bed 0,559 A bcd 0,485 A fghijkl 0,444 A fgh 0,575 A cdef 0,534 bcdef
PI16 0,685 A de 0,498 Cbcde 0498 Cbcde 0,550 B cdefghijk 0,573 B cdef 0,541 B efghi 0,567 bcdef
PI20 0,666 A €efg 0,550 ABbcd 0550 ABbcd 0419 Bkl 0,641 A cde 0,564 AB defgh 0,570 bcdef
PI30 1,030 Aa 1,000 Aa 1,000 Aa 0,742 Ca 0,859 B b 0,969 A a 0,897 a
Pl40 0,653 Aefgh 0446 D de 0,446 D de 0,583 B cdefgh 0,512 C defg 0,482 CD fghij 0,526 bcdef
P41 0,653 Aefgh 0530 D bed 0,530 D bcd 0,616 AB bcde 0,648 A cd 0,566 CD defg 0,601 bcde
PI634 0,608 ABghijk 0,550 C bcd 0,550 C bcd 0,557 Ccdefghij 0,640 A cde 0,578 BC cde 0,589 bcde
PIB09 0,666 A efg 0514 Cbcde 0514 Cbcde 0,610 AB bcde 0,640 AB cde 0,562 BC defgh 0,601 bcde
Média 0,652 A 0,564 AB 0,564 AB 0,550 B 0547 B 0,564 AB

*Meédias seguidas da mesma letra maitscula (na horizontal) e mindscula (na vertical) ndo diferem, pelo teste de Tukey, a0 nivel de 5% de

probabilidade.

identificados como C. acutatum. Por outro lado, amaior sensibili-
dade ao produto sugere que os isolados de pimentdo e pimentas
possam ser de C. gloeosporioides. A outrainterpretacdo levaem
consideracdo que os isolados identificados como C. gloeospori-
oides nos trabal hos acima mencionados foram completamenteini-
bidos pela concentracdo de 1pg/mL de benomyl. Portanto, poder-
se-ia concluir que todos os isolados testados neste trabalho pos-
suem comportamento, para essa caracteristica, semelhante a C.
acutatum, umavez que nenhum foi inibido completamente naque-
la concentracdo. Neste Ultimo caso, as diferencas detectadas nas
sensibilidades ao fungicida poderiam refletir adaptagdes diferen-
ciadas dos isolados provenientes de jil6 em relagdo aos de pimen-
t&0 e pimentas.
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O género Colletotrichum é reconhecidamente um dosmais
importantes grupos de agentes causais de doengas em plan-
tas no mundo todo. Entretanto, a delimitagéo de espéciese a
precisa caracterizacao da variabilidade em isolados deste gé-
nero €, muitas vezes, dificil (6, 16). Isto decorre da enorme
plasticidade fenotipica exibida por esse género, levando, fre-
guentemente, a resultados conflitantes e dificeis de interpre-
tar. Quando se comparam os resultados da caracterizacdo
morfolbgica, fisioldgica e de sensibilidade ao benomyl obti-
dos neste trabalho, percebe-se que diversos isolados ndo
mantém sempre 0 mesmo comportamento, orase assemel han-
do a C. gloeosporioides, ora a C. acutatum. Essas variagtes
no comportamento sdo atribuidas a plasticidade fenotipica
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mencionada. Entretanto, em todas as caracterizagfesreali zadas,
houve sempre comportamentos semelhantes aos de C. acuta-
tum. Este fato sugere que esta espécie também esta associada a
antracnose das solanéceas, aém de C. gloeosporioides origi-
nalmente descrito na literatura. De fato, Tozze Jr. et a. (19) ja

Tabela 4. Inibigdo “in vitro” do crescimento micelia eintervalo do
ED,, para isolados de Colletotrichum cultivados en meio BDA
acrescido de benomyl.

Isolados % de Inibicao * Intervalo do haviam relatado 0 envolvimento de C. acutatumcom ,e@adoen-
ED. (ug/mL) ¢a, utilizando atécnicade PCR com iniciadores especificos para
Iug/mL 10pg/mL 100ug/mL 50 essa espécie.
J 02 43,1 41,1 44,6 >100
J03 438 395 49,1 > 100 AGRADECIMENTOS
J o4 49,68 47,91 51,38 10-100 . . ]
305 418 364 454 >100 ~ Osautoresagradecem aDra. NataliaA. R. Peres, daUniver-
106 395 3514 44.03 >100 sity of Florida, qut Cost Re&garch and Eduganon Center, Dove_r,
’ ' ' USA, pelo fornecimento dosisolados padrfes de C. gloeospori-
J o7 35,16 37,88 42,42 >100 oidese C. acutatum utilizados nostestes de caracterizaco fisio-
J o8 32,71 38,61 43,75 > 100 l6gica
J 10 36,81 357 44,23 >100
J 1 32,83 47,39 55 10-100 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
J 12 44,89 84,78 100 1-10
PA 01 62,3 69,2 69,2 0-1 1. Adaskaveg, J.E.; Hartin, R.J. Characterization of Colletotrichum
_ acutatum isolates causing anthracnose of almond and peach in
PA 02 58,2 618 673 0-1 Cadlifornia. Phytopathology, St. Paul, v.87, n.9, p.979-987, 1997.
PA 03 50,9 54,95 54,95 0-1 2. Alexopoulos, C.J.; Mims, C.W.; Blackwell, M. Introductory myco-
PA 05 91,32 91,32 91,32 0-1 logy. 4. ed. New York: John Wiley, 1996. 868p.
PA 06 90,43 90,43 90,3 0-1 3. Assis, T.C.; Menezes, M.; Andrade, D.E.GT.; Coelho, R.S.B;
PA 08 52,61 55,45 63,98 0-1 Oliveira, SM.A. Estudo comparativo de isolados de Calletotri-
PA 09 56.6 56,6 64.43 0-1 chum gloeosporioides quanto ao efeito da nutrigéo de carboidra-
PA 10 54,46 55,59 61,03 0-1 :o:s no cgoe; mer(;to, esporul_a(;éo sﬁ patoglearrl]i citdadeE rt]errll fr_utoste
rés vari es de mangueira. Summa opathologica, Ja-
PA L 84,17 90,50 90,50 0-1 boticabal, v.27, n.2., p.2%8—212, 2001. o °
P01 82,9 87,5 89,2 0-1 4. Badel, J.L.; Kelemu, S. Variacion en crecimiento, esporulacion y
P02 51,9 59,6 615 0-1 sensibilidad a benlate de aislamientos suramericanos de Colleto-
Pl 03 58,5 62,3 66,0 0-1 trichum gloeosporioides. Pasturas Tropicales, Cali, v.19, n.1,
Pl 04 53,7 61,1 62,9 0-1 p.2-9, 1997.
Pl 05 54,5 60 65,4 0-1 5. Caldari Janior, P. Caracterizagio morfolégica, esporulagéo e
Pl 06 55,5 61,1 66,6 0-1 sensibilidade a fungicidas de isolados de Botrytis cinerea de
Pl 07 56,42 50.7 63.48 0-1 flores e .plantas qrnamentals. 1993. 51f. D|$ertagm “(Me.stra-
do em Fitopatologia) - Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Pl 08 57,9 631 64,9 0-1 Queiroz’, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba.
P09 511 535 651 0-1 6. Cannon, PF; Bridge, PD.; Monte, E. Liking the past, present, and
Pl 10 50 51,97 53,37 0-1 future of Colletotrichum systematics. In: Prusky, D.; Freeman,
Pl 11 51,02 58,16 61,9 0-1 S, Dickman, M.B. Colletotrichum: host specificity, pathology,
Pl 12 53,2 60,0 65,5 0-1 and host-pathogen interaction. St. Paul: APSPress, 2000. cap.5,
P 13 7 85,27 100 0-1 pl20. o _
Pl 15 55,83 50.35 607 0-1 7. Ghini, R.;. Kimati, H. Opqrrenaa de I|nhageps _de Efgtrytls_ sgqua-
0-1 mosa resistentes a fungicidas do grupo benzimidazéis e dicarbo-
Pl 16 57,57 60,3 64,27 ximidas. Summa Phytopathologica, Jaguariuna, v.15, n.3/4,
Pl 17 76,55 88,33 100 0-1 p.246-256, 1989.
Pl 20 56,3 61,8 60 0-1 8. Goes, A.; Kimati, H. Caracterizacdo morfolégica de isolados de
PI 30 86,67 20 93,33 0-1 Colletotrichum acutatum e Colletotrichum gloeosporioides as-
Pl 40 46,96 52,70 54,05 1-10 sociados a queda prematura dos frutos citricos. Summa Phyto-
Pl 41 42,05 49,24 54,83 10-100 pathologica, Piracicaba, v.23, n.1, p.4-10, 1997.
Pl 634 54,74 6177 64,62 0-1 9. Goes, A.; Kimati, H. Colletotrlch_um zflcute.ltum, agent.e cau§al da
Pl 809 57 07 62.19 64.67 0-1 gueda prematura dos frutos de cntrqs. rea_ ster_lte ou insensivel a
! ! ! benomyl? Summa Phytopathologica, Piracicaba, v.24, n.3/4,
Pl 922 50,25 53,56 63,18 0-1 p.246-253, 1998.
Pl 2523 52,96 55,92 59,7 0-1

10. Gunnel, PS.; Gluber, W.D. Taxonomy and morphology of Colle-
totrichum species pathogenic to strawberry. Mycologia, New
Orleans, v.84, n.1, p.157-165, 1992.

11. Jeffries, P; Dodd, J.C.; Jeger, M.J.; Prumley, R.A. Colletotri-

* Emrelagdo aconcentragdo de0 pg/mL
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