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RESUMO

Carneiro, S.M.T.P.G;; Silva, M.R.L.; Romano, E.B.; Borsato, L.C.;Marianowski, T.; Gomes, J.C.. Ocorréncia de Colletotrichum gloeosporioides
(Penz.) Sacc. em Carthamus tinctorius L. no estado do Parana. Summa Phytopathologica, v.38,n.2, p.163-165, 2012.

O cartamo (Carthamus tinctorius) ¢ uma espécie cultivada de
importancia medicinal e industrial e atualmente ¢ considerado
uma planta de grande potencial na producdo de biodiesel. O objetivo
deste trabalho foi verificar qual o agente causal das manchas
observadas em plantas de cartamo presentes no campo
experimental do IAPAR em Londrina-PR. Foram realizados
isolamentos a partir de lesdes foliares de plantas sintomaticas e
realizado teste de patogenicidade dos isolados em plantas sadias
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de cartamo. As plantas inoculadas apresentaram sintomas de
antracnose nas folhas, nas hastes e no capitulo, assim como morte
das plantulas. A observagdo e analise de estruturas reprodutivas do
fungo em meio de cultura e no tecido do hospedeiro, assim como
a PCR taxon-especifica permitiu a identificagdo dos isolados do
fungo comp  pertencentes a  espédie  Collerotrichum
gloeosporioides. Este foi o primeiro relato de antracnose por C.
gloeosporioides em cartamo no estado do Parana.

ABSTRACT

Carneiro, S.M.T.P.G;; Silva, M.R.L.; Romano, E.B.; Borsato, L.C.; Marianowski, T.; Gomes, J.C. Occurence of Colletotrichum gloeosporioides
(Penz.) Sacc. in Carthamus tinctorius L., in the Parana state. Summa Phytopathologica, v.38, n.2, p.163-165, 2012.

The safflower (Carthamus tinctorius) is a crop of medicinal and
industrial importance and is now considered a plant of great potential
to biodiesel production. The objective of this study was to verify
the causal agent of the spots observed in safflower plants in the
IAPAR experimental field in Londrina-PR. Isolations were made
from leaf lesions of symptomatic plants and pathogenicity test
of the isolates in healthy plants of safflower. The inoculated
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plants showed symptoms of anthracnose on leaves, stems and the
flower bud , and death of seedlings. The observation and analysis
of reproductive structures of the fungus in media culture and in
host tissue, as well as taxon-specific PCR allowed the identification
of the fungus as belonging to Colletotrichum gloeosporioides specie.
This was the first report of anthracnose caused by C. gloeosporioides
in safflower in Parana state.

O cartamo (Carthamus tinctorius L.) é uma espécie da familia
Asteraceae cultivada no mundo todo devido a sua importancia
medicinal e industrial. As folhas, pétalas e sementes de cartamo
possuem propriedades medicinais e terapéuticas. Suas sementes, que
possuem cerca de 30% de o6leo, o tornam uma planta de grande
potencial na producéo de biodiesel (2). O género Colletotrichum é um
dos mais importantes entre os fungos fitopatogénicos, especialmente
nas regides tropicais e subtropicais do mundo. Esse género apresenta
espécies que causam doengas economicamente importantes em cereais,
leguminosas, hortalicas, culturas perenes, frutiferas, incluindo muitas
espécies ornamentais (7). A antracnose do cartamo, causada por
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Sacc., ja foi descrita apenas
no estado de Sao Paulo por Ribeiro & Cervellini (6). O objetivo deste
trabalho foi verificar qual o agente causal das manchas observadas em
plantas de cartamo coletadas no estado do Parana.
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Em margo de 2007, no campo experimental do IAPAR em Londrina,
PR, constatou-se a ocorréncia de manchas de coloragdo marrom escuro
nas folhas e hastes em plantas de cartamo. Em laboratodrio, pequenas
secgOes das lesdes foliares foram desinfestadas em solugdo de
hipoclorito de sdédio 1% por 1 min, depositadas em placas de Petri
contendo meio de cultura PGA (Agar Peptona Glicose) pH 6,0 e
incubadas em camara tipo B.O.D. durante sete dias a 26 °C no escuro.
O isolado fungico foi submetido a cultura monospdrica e em seguida
aos testes de caracterizagdo e identificagdo do fungo.

Plantas sadias de cartamo em diferentes fases de desenvolvimento
foram usadas para o teste de patogenicidade. Foram utilizadas 16
plantas semeadas em vasos plasticos de 2L contendo 3 partes de terra
e 1 parte de areia mantidas em casa de vegetacdo. As plantas foram
inoculadas por pulverizagdo com suspensdo de esporos do fungo na
concentragdo 10°¢ conidios mL"!, mantidas em cdmara imida por 48
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Figura 1. Sintomas de antracnose na haste e folhas (1A), nos capitulos (1B), em plantulas de cartamo (C). Aspecto de conidios e setas de Colletotrichum
gloeosporioides (1D, barra = 20 pm). Produto da amplificagdo de DNA gendmico (450 pb) com os primers Cg Interno e ITS 4. (1E) Peso molecular 1 Kb
plus (PM), Colletotrichum gloeosporioides isolado de cafeeiro (1), isolado de cartamo (2) e isolado de cartamo reisolado no teste de Koch (3), controle
negativo (4).

Tabela 1. Dimensio de estruturas de Colletotrichum gloeosporioides desenvolvidas em meio de cultura Agar Peptona Glicose (PGA) e sobre tecido de

cartamo.

Substrato Estrutura
Conidio Seta
Comprimento (pm) Largura (pm) Comprimento (pm)
14,1%* 5,2 ns 94 5%*
Meio PGA (10-20)! (5,0-7,5) (55,0-145,0)
19,8 82,8
Cartamo (10-22,5) (5,0-7,5) (50,0-155,0)

** diferenga significativa na média (coluna) pelo teste t-Student a 1% de significincia. 'Amplitude da média. Ns = nfo significativo.

horas a 21 °C e entdo transferidas para casa de vegetacdo. Plantas
testemunhas foram inoculadas com agua e mantidas nas mesmas
condi¢des.

O reisolamento do fungo a partir dos tecidos inoculados foi
realizado em meio de cultura PGA 11 dias ap6s a inoculagio do isolado
nas plantas. A analise morfologica do isolado foi realizada a partir de
estruturas fungicas desenvolvidas em meio de cultura PGA e também
nos ramos ¢ folhas de plantas de cartamo submetidos a cdmara imida
por 48 horas.

A observagdo e mensuragdo das estruturas fingicas foi realizada
em microscopio optico. Foram mensurados 100 conidios e 50 setas
para cada substrato e os resultados submetidos ao teste t-Student.

A confirmago da espécie de Colletotrichum foirealizada por PCR
taxon-especifica, tanto para o isolado do fungo reisolado da planta no
teste de Koch quanto para outro isolado obtido posteriormente no
campo experimental de Londrina. Para a extragdo de DNA os isolados
foram cultivados em meio de cultura YPD (Yeast Peptone Dextrose) a
25 °C sob agitagdo durante sete dias. O micélio foi coletado por filtragao
a vacuo e macerado com auxilio de nitrogénio liquido. A extragdo do
DNA gendmico foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
Raeder & Broda (5). Para amplificagdo foram utilizados os primers
ITS4 (8) e Cg Interno (1) de acordo com a metodologia descrita por
Freeman et al. (3), em termociclador PTJ-100-60 (MJ Resarch, Inc.,
Watertown, MA, EUA). O produto da amplificagdo foi submetido a
eletroforese (5 V/em) em gel de agarose (1 %) em tampao Tris acido
acético EDTA 1X (TAE), corado com brometo de etideo (0,2 pg/ mL)
e fotografado pelo sistema Kodak EDAS 120 (Eastmam Kodak
Company, Rochester, NY, EUA).

As plantas inoculadas apresentaram sintomas de antracnose nas
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folhas, nas hastes (Figura 1A) e no capitulo (Figura 1B) assim como
morte de plantulas (Figura 1C). As manchas foliares apareceram sete
dias apos a inoculagdo do fungo, sendo que lesdes nas nervuras
provocaram o rompimento do tecido e a necrose do limbo foliar em
torno da lesdo. Nas hastes foram observadas lesdes deprimidas, com
bordo castanho-escuro e centro pardo. Os capitulos quando infectados
ainda jovens, desenvolveram lesdes necroticas que se expandiram
afetando toda a estrutura reprodutiva. As plantas testemunhas néo
apresentaram sintomas de infec¢do pelo fungo. Assim foi possivel
confirmar a patogenicidade do isolado do fungo pelo cumprimento
dos Postulados de Koch.

A morfologia e dimensio das estruturas fingicas observadas estdo
de acordo com os relatos presentes na literatura (4) para a espécie
Colletotrichum gloeosporioides. Os conidios apresentaram-se
cilindricos, hialinos, unicelulares, formados em acérvulos com a
presenca de setas (Figura 1D). Foram observadas diferengas
significativas tanto no comprimento dos conidios do fungo como no
comprimento das setas nos acérvulos, conforme o substrato fornecido
para seu desenvolvimento (Tabela 1).

A analise do conidio desenvolvido no proprio tecido do hospedeiro
¢ importante para uma caracterizagdo mais precisa do fungo. A
mensuragdo das estruturas flingicas mostrou que existe diferenga entre
o comprimento dos conidios e das setas nos acérvulos do fungo
cultivado em meio de cultivo e no tecido do hospedeiro. Contudo, as
dimensdes dos conidios desenvolvidas pelo fungo em ambos os
substratos encontram-se dentro da faixa descrita na literatura (4) para
a espécie C. gloeosporioides.

A amplificagdo do DNA do isolado fungico com os primers Cg
Interno e ITS4 resultou em produto de aproximadamente 450 pb
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(Figura 1E), possibilitando a confirmacao da identificacdo desse isolado
como pertencente a espécie C. gloeosporioides.

Este foi o primeiro relato de antracnose causada por C.
gloeosporioides em plantas de cartamo no estado do Parana, onde as
condigdes climaticas podem favorecer o desenvolvimento da doenca
nesta cultura.
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