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ABSTRACT

Eight inoculation methods were studied to evaluate the pathogenicity among six isolates of
Colletotrichum gloeosporioides, agent of anthracnose on passion fruits (Passiflora edulis). The isolates
were selected by micelial growth and sporulation. The inoculations were made through suspension (1x10°
conidia/ml) and micelia-agar discs (4mm in diameter). After 6 days of inoculation, the diameter of
necrotic area was measure on the fruit epiderm. The most efficient inoculation method was the micelial-
agar disc on the fruit wounded epiderm. All isolates caused necrosis by this method, but it showed low
efficiency using intact epiderm, where only one isolate was active. One isolate from stem showed greater
pathogenicity than the others, and the necrosis in the area was ten times larger than the less pathogenic
isolates. The results showed that more than two inoculation methods must be used for the isolate
evaluation.
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INTRODUCAO

A antracnose do maracuja tem como agente etiologico Colletotrichum gloeosporioides
(Penz.) Penz. et Sacc. Ocorre em todas as regides produtoras do Brasil e 0 seu controle é por
vezes muito dificil (YAMASHIRO,1987). Pode incidir de maneira drastica no caule, folhas,
flores, e, principalmente, em frutos desenvolvidos (MEDINA et al.,1980), prejudicando a
producéo e a qualidade do produto para a comerciaizaco e industrializagdo. Iniciamente,
formam-se pequenas lesbes deprimidas, de coloragdo parda, com uma série de anéis
concéntricos no seu interior; posteriormente, a casca adquire uma textura semelhante a de um
pergaminho e os frutos murcham e caem. Essa doenca pode ainda apresentar-se como uma
podriddo mole dos frutos (LIMA et al.,1993).
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Naregido Sudeste, nos meses de margo a abril, € comum o desfolhamento dos pomares, em
conseguéncia a intensa agdo da antracnose nos periodos chuvosos de dezembro a fevereiro. A
doenca passa a ser mais frequiente a partir do segundo ano de plantio e em regides de grande
concentragdo de pomares (TEIXEIRA,1995). Entre as doencas que atacam a parte aérea do
maracujazeiro, a antracnose é a de maior expressdo econdémica na Bahia (MATTA,1982); no
planalto da Ibiapaba, no Estado do Ceara (TORRES FILHO,1973) e na regido do Vae do Rio
Moxotd, em Pernambuco (GONZAGA NETO et al.,1992).

Fungos do género Coalletotrichum sdo altamente especializados no processo de infeccéo.
Segundo BAILEY et al.,1992, as espécies do género podem apresentar trés tipos iniciais de
estratégias de infeccdo: as espécies hemibiotroficas intracelulares sdo capazes de penetrar na
parede celular e crescer dentro do lUimen da célula; as espécies intramurais subcuticulares
podem crescer na cuticula, ndo entrando no |umen da célula e finalmente as espécies
consideradas hemibiotroficas intracelulares e intramurais subcuticulares, podem apresentar
simultaneamente ambas as estratégias. ESGUERRE-TUGAYE et al., 1992, observaram que C.
gloeosporioides comporta-se inicialmente, de um modo geral, como biotréfico destrutivo para,
em seguida, ser necrotréfico destrutivo. WALLER,1992, observou que C. gloeosporioides
comumente ocorre como saprofita ou como invasor secundario de tecidos moribundos.

A resisténcia genética & doenca tem sido um dos meios utilizados para selecionar
variedades produtoras, a fim de reduzir o uso de fungicidas e custo de produgdo. O
desenvolvimento de programas de melhoramento genético visando aumentar aresisténciaa uma
determinada doenca requer o conhecimento prévio da variabilidade do patdgeno, devendo-se
utilizar isolados com niveis de viruléncia adequados (MELLO et al.,1996). A utilizacdo dos
isolados mais virulentos pode possibilitar a obtencdo de variedades com altos niveis de
resisténcia, diminuindo a chance de ocorrerem formas mais virulentas do patégeno e que
possam superar aresisténcia da variedade selecionada.

A avaliagdo da resisténcia de gendtipos de diversas plantas a antracnose é comumente
realizada através da inoculacdo artificial de conidios ou de discos de micélio-agar em frutos ou
em outras partes da planta. Existem varias metodologias adotadas entre os autores. CARVAJAL
& KIMATI,1988 utilizaram suspensdo de conidios inoculada através de pegquenos ferimentos na
casca de abacate, banana, mam&o e manga para avaliar a patogenicidade de isolados de C.
gloeosporioides, causadores de podriddes de frutos. Os didmetros médios das lesdes externas

dos frutos foram avaliados e os resultados indicaram que os isolados foram mais patogénicos
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guando inoculados em frutos de seus hospedeiros congeniais.

HENZ et al.,1992, avaliaram 52 gendtipos de Capsicum spp. em relacdo a resisténcia do
fruto a C. gloeosporioides. Os frutos foram inoculados através de um ferimento com afinete na
parte mediana onde, posteriormente, foi depositado o indculo em suspensdo. A avaliagéo foi
feita 4 dias apds a inoculagdo, com base no didmetro médio da lesdo. 14 gendtipos foram
considerados resistentes, 11 foram considerados intermediérios e 32 suscetivels.

MENEZES & HANLIN,1987, fizeram inoculacfes cruzadas para avaliar a patogenicidade de
cinco isolados de C. gloeosporioides em frutos de abacate, banana, citros, manga e chuchu,
através da inoculacdo, por deposicdo, de suspensdo de conidios na superficie intacta dos frutos.
Os sintomas de antracnose foram avaliados 12 dias apds a inoculagdo. Alguns dos isolados
mostraram pouca especializacdo fisioldgica, enquanto outros foram mais especificos, sO
causando sintomas de antracnose no hospedeiro primério.

MADEIRA & REIFSHNEIDER,1987 testaram sete métodos de inoculacdo de C.
gloeosporioides em frutos de berinjela, constatando que o método de inoculagdo onde se
utilizava 0,1ml de suspensdo de conidios do fungo (10* conidios/ml) na subepiderme do fruto,
foi o maisindicado para avaiacéo de gendtipos quanto a resisténcia ao patdgeno.

O objetivo do presente trabalho foi comparar a eficiéncia de 8 métodos de inoculacéo na
avaliagdo da patogenicidade de isolados de C. gloeosporioides, agente da antracnose, em frutos
de maracuja

MATERIAL E METODOS
| solados Utilizados

Os isolados da espécie C. gloeosporioides foram obtidos de caule, folha, inflorescéncia e
fruto de maracuja, adquiridos em plantacbes comerciais e pomares domésticos de cinco
municipios do Estado de Pernambuco, através da técnica de isolamento de microrganismos
fitopatogénicos (AMORIM & SALGADO,1995). Iniciamente, os isolados do fitopatdgeno foram
caracterizados quanto a capacidade do crescimento micelial e de esporulacdo. As culturas foram
preparadas através da transferéncia de discos de micélio-agar, de 4mm de didmetro, retirados da
margem de coldnias do fitopatdgeno com 5 dias de incubacdo, para o centro de placas de Petri

com o0 meio BDA (Batata-Dextrose-Agar) e incubadas por 15 dias, a 26°C, em 3 repeticoes.

Avaliacéo do Crescimento Micelial, Capacidade de Espor ulacdo e M éodos de | noculacao
Para avaliacdo do crescimento micelial, diariamente, foram realizadas mensuractes do

didmetro das col6nias do fitopatdgeno. Para o calculo da taxa de crescimento linear do micélio

© 1998, Parana Institute of Technology Publication



Brazilian Archives of Biology and Technology, v.41, n.1, p.140-148, mar. 1998 143

foi utilizada a férmula descrita por LILLY & BARNET,1951. A capacidade de esporulacéo foi
estimada, visuamente, aos 15 dias de incubagdo, classificando em “abundante’, para osisolados
em que a producdo de esporos era bem visivel em toda a superficie da colénia; “média’, para
aqueles em que a esporulagdo era visivel em &rea correspondente a cerca de metade da
superficie da colbnia; e “escassa’, para os isolados onde a esporulacdo visivel correspondia a
menos da metade da superficie da colonia. Na avaliacdo da eficiéncia dos métodos de
inoculacdo foram utilizados os isolados do fitopatégeno que apresentaram maior taxa de
crescimento micelial e maior esporulagdo. Foram inoculados em frutos de maracuja, lavados
com agua e sabdo, mergulhados em solucéo de hipoclorito de sodio a 1,5%, por 5 minutos e, em
seguida, lavados por duas vezes em agua destilada esterilizada e deixados para secar sobre folha
de papel-toaha. Os métodos de inoculagdo do fitopatégeno em frutos de maracuja estdo
especificados na Tabela |. A partir de culturas puras e esporuladas, incubadas por 15 dias em
placas de Petri com meio BDA, as suspensdes de conidios foram preparadas adicionando-se
20ml de solucdo de Tween 80 a 0,1% as placas e, com o auxilio de uma escova de cerdas
macias, efetuou-se a raspagem da superficie da colonia esporulada. As suspensdes, assim
obtidas, foram filtradas em gaze dupla esterilizada e, com o auxilio de um hemacitdmetro,
ajustou-se a concentragio das suspensies para 1 x 10° conidios/ml. Para a produco de discos de
micélio-agar, utilizou-se um furador de rolha, de 4mm de didmetro, para retirar discos de
culturas puras do fitopatdégeno, incubadas por 15 dias, em meio BDA. Apds inoculacdo, 0s
frutos foram incubados por 6 dias em cAmara Umida, constituida de saco plastico esterilizado
contendo floco de algodéo esterilizado embebido em agua destilada, a 28°C, com luminosidade
ambiente. Cada tratamento foi realizado com 12 repeticdes. As testemunhas foram inoculadas
apenas com agua. Na avaliacdo mediu-se, para cada método, o didmetro médio da éarea
necrosada na epiderme dos frutos e determinou-se a eficiéncia dos métodos de inoculagéo,
observando-se a quantidade de isolados atuantes na formagao de necrose e o total de area
necrosada. Para confirmacéo de que as necroses eram decorrentes de antracnose, reisolou-se o

fitopatégeno das lesbes formadas.
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TABELA |. Métodos de inoculagéo de C. gloeosporioides para avaliagdo de patogenicidade em frutos de

maracuja.
M étodo Especificacdo

1 Deposicao de disco de micélio-agar sobre a epiderme intacta do fruto;

2 Deposicdo de disco de micélio-4gar sobre a epiderme do fruto, ferida com agulha
hipodérmica;

3 Retirada de disco de epiderme do fruto, com o auxilio de vazador de rolha (4mm de
diametro), e deposic¢ao de disco de micélio no loca exposto;

4 Retirada de disco de epiderme do fruto, com o auxilio de vazador de rolha (4mm de
diametro), e deposic¢éo de 0,1ml de suspensdo de conidios no local exposto;

5 Deposicéo de 0,1ml de suspensdo de conidios do fitopatégeno sobre a epiderme intacta do
fruto;

6 Deposicdo de 0,1ml de suspensdo de conidios do fitopatégeno sobre a epiderme do fruto,
ferida com agulha hipodérmica;

7 Aplicacdo de 0,1ml de suspensdo de conidios do fitopatdgeno na sub-epiderme do fruto
com seringa hipodérmica;

8 Aplicacdo com palito de madeira mergulhado na suspensdo de conidios do fitopatdgeno,

introduzido na epiderme do fruto e deixado no local até o momento da avaliacao.

RESULTADOSE DISCUSSAO
| solados Obtidos
Foram obtidos 10 isolados do fitopatdgeno, identificados através de exames macro e
microscopicos (ARX,1957) como fungos da espécie C. gloeosporioides, e designados como Cg.
A relacdo dos isolados, com as respectivas partes da planta de onde foram obtidos e

procedéncia, encontra-se na Tabelall.

Taxa de Crescimento Micelial e Capacidade de Esporulacdo

As médias das taxas de crescimento micelia e capacidade de esporulagdo, estimada, estéo
especificadas na Tabela Ill. Os isolados Cgb, Cg7 e Cg9 apresentaram as maiores taxas de
crescimento micelial, com 16,32 mm/dia Quanto & capacidade de esporulacdo pode-se
observar, ainda na Tabela 2 que, apds 15 dias de incubagdo, os isolados Cg3 e Cg9
apresentaram esporulagdo “ abundante”; Cgl, Cg2, Cgb, Cg6, Cg7 e Cgl0 esporulagdo “média’;
e que Cg4 e Cg8 apresentaram esporulagéo “escassa’.

As variagOes na taxa de crescimento micelial entre as espécies e entre os isolados de uma
mesma espécie podem ocorrer naturalmente (LILLY & BARNETT,1951; COCHRANE,1958). As
taxas de crescimento micelial dos isolados de C. gloeosporioides foram, em média, maiores que
as citadas na literatura. Osisolados, em sua maioria, atingiram todo o didmetro da placa de Petri
a0s 8 dias. FRANCISCO NETO et al.,1994, avaliaram o crescimento micelial de 13 isolados de C.

gloeosporioides, obtidos de Passiflora, em meio BDA, observando que apenas um deles ocupou
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aplaca de Petri aos 6 dias de incubagdo; os demais atingiram todo o didmetro da placa somente
no 10° dia ou mais. MEDEIROS & MENEZES ,1994 observaram uma taxa de crescimento
micelial de C. gloeosporioides, isolado de cajueiro, de 6,7mm/dia, aproximadamente, atingindo
todo o didmetro da placaem 13 dias.

Os isolados Cg3, Cgb, Cg6, Cg7, Cg9 e Cgl0, por apresentarem as maiores taxas de
crescimento micelial e maior capacidade de esporulacdo, foram selecionados para os testes
subsequientes. Foram considerados 0s mais indicados por apresentarem maior habilidade para
vencer a competicdo por nutrientes, colonizando rapidamente o substrato, e pela capacidade de

producdo de maior quantidade de esporos para dispersao.

TABELA 1l. Relagéo dos isolados de C. gloeosporioides (Cg) obtidos de maracujzeiro no Estado de

Pernambuco, BR.
I solado Parte da planta Origem
Cgl Folha S&o Lourengo da Mata - Pomar doméstico
Cg2 Inflorescéncia S&o Lourengo da Mata - Pomar doméstico
Cg3 Caule Vitéria de Santo Antdo - Plantagdo comercial
Cg4 Folha Bonito - Pomar doméstico
Cg5 Folha Glériado Goita - Plantagdo comercial
Cg6 Fruto Glériado Goita - Plantagdo comercial
Cg7 Fruto Glériado Goita - Plantagdo comercial
Cg8 Fruto Camaragibe- Aldeia - Plantagdo comercial
Cg9 Folha Recife - Pomar doméstico
Cg10 Fruto Sdo Lourenco da Mata - Plantagdo comercial

TABELA 111. Taxa de crescimento micelial e capacidade de esporulacéo estimada de C. gloeosporioides

(Cg).

I solado Taxa (mm/dia)* Espor ulacéo’

Col 7,92 Média

Cg2 11,28 Média

Cg3 14,88 Abundante

Cog4 9,36 Escassa

Cg5 16,32 Meédia

Cg6 13,68 Média

Cg7 16,32 Média

Cg8 13,68 Escassa

Cg9 16,32 Abundante

Cgl0 14,16 Média

! Média de trés repeticdes avaliadas aos 4 dias de incubacdo, em BDA, a 26°C.

2 Avaliaggo visua aos 15 dias de incubagdo. Abundante - Esporulacéo visivel em toda superficie da
colénia; Média - Esporulagdo visivel em éarea correspondente & metade da superficie da colbnia;
Escassa - esporulagdo em area menor que a metade da superficie da colénia.
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Avaliacéo da Eficiéncia dos M é&odos de | noculagdo

A avdliagdo da eficiéncia dos métodos de inoculacgo dos isolados do fitopatdégeno foi
realizada com base no didmetro da area necrosada no fruto de maracujd O resultado esta
especificado na Tabela IV. A avaiac8o das médias de &rea necrosada indicou a ocorréncia de
uma grande variabilidade intraespecifica.

O isolado Cg3 foi altamente patogénico em relacdo aos outros, necrosou uma area média de
27,63mm, correspondente a dez vezes a area necrosada pelos isolados Cg5 e Cg9.

Nos métodos 2, 4 e 7 observou-se 0 maior nimero de isolados causando necrose e maiores
areas necrosadas, enquanto que nos métodos 1, 5 e 6 ocorreram, por método, no maximo dois
isolados na primeira condicao e as menores &reas necrosadas.

No método 2, o mais €ficiente, todos os isolados foram capazes de causar necrose,
possivelmente devido ao fornecimento de micélio ativo sobre ferimento, onde ndo ha a protecéo
da cuticula e o tecido exposto permite o contato direto do fitopatdgeno com as células. O
método 1, que utiliza epiderme intacta, foi 0 menos eficiente, com apenas um isolado capaz de
causar necrose. FRANCISCO NETO et al.,1995 utilizando um isolado de C. gloeosporioides,
obtido de fruto de maracujazeiro, para inoculagdo em folhas, ramos e frutos constatou que os
sintomas de antracnose so apareceram quando ainoculagéo foi feita através de ferimentos.

Embora C. gloeosporioides produza apressorios com a capacidade de penetrar na superficie
intacta, a avaliagdo dos métodos de inoculagdo evidenciou que aqueles com o rompimento da
cuticula foram os mais €ficientes, indicando que no inicio da infec¢do, C. gloeosporioides em
frutos maduros de maracujazeiro, possivelmente, comportase como fungo do tipo
hemibiotréfico intracelular. Nos métodos 1 e 5, a maioria dos isolados néo foi capaz de causar
necrose na cuticula intacta do fruto com excecéo dos isolados Cg3 e Cg6. As inoculagdes com
suspensodes de conidios mostraram-se mais efetivas quando realizadas em ferimentos profundos
(métodos 4, 7 e 8). Os métodos 4, 5, 6 e 7 apresentam a vantagem de possibilitar a quantificacdo
exata do in6culo utilizado. Os métodos 7 e 8, com inoculagcdo subepidérmica, apresentam a
desvantagem de ndo permitir o calculo da area necrosada com muita precisao.

Com base nos resultados obtidos, 0 método 2 mostrou-se mais indicado para inoculagéo de
C. gloeosporioides em frutos de maracujazeiro. Entretanto, pode-se verificar que o isolado Cg3,
0 mais patogénico, ndo causou necrose pelo método 1, enquanto que o isolado Cgé no mesmo
método, foi capaz de causar necrose, e, pelo método 2 necrosou area de maior extensdo do que

Cg3, demonstrando que a utilizacdo de apenas um método de inoculagdo é insuficiente para
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avaliacdo da patogenicidade dos isolados.

TABELA 1V. Medidas de &rea necrosada por isolados de C. gloeosporioides (Cg) em frutos de maracuja,
atraveés de oito métodos de inoculagéo.

M étodos de inoculacdo

| solado 1 2 3 4 5 6 7 8 Média
Cg3 0,0'aB  23,0aAB® 38,0aA 48,0eA 25,06AB 25,06AB 34,0e6AB 28,0aAB 27,63
Cg5 0,0aA 9,0aA 0,0bA 14,0abA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 2,88
Cg6 10,0aA 30,02A 0,0bA 0,0bA 8,0aA 5,0aA 8,0aA 0,0aA 7,63
Cg7 0,0aA 6,0aA 8,0abA  12,0abA 0,0aA 0,0aA 30,0aA 8,0aA 8,00
Cg9 0,0aA 6,0aA 0,0bA 12,0abA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 2,25
Cgl0 0,0aA 6,0aA 8,0abA 0,0bA 0,0aA 0,0aA 8,0aA 10,0aA 4,00

Total 10,0 80,0 54,0 86,0 33,0 30,0 80,0 46,0

! Diametro de &rea necrosada.M édia de 12 repeticdes, en mm.

# Médias seguidas de mesma letra néo diferem entre si (5% de probabilidade),na coluna se mintscula ou
na linha se mailscula. Dados transformados por \/; +5.
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