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RESUMO
COSTA, M.H.D. Morfologia e patogenicidade de Colletotrichum coccodes em frutos
de tomate e plantas de batata. 2006. 84p. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia /
Fitopatologia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras.

Colletotrichum coccodes (Wallr.) S.J. Hughes é um patégeno de plantas da
familia Solanaceae, bem estudado em outros paises, onde pode causar danos
considerdveis nas plantacdes de tomate e batata. No Brasil, embora existam registros
sobre sua ocorréncia, ndo hd informacdes sobre a biologia e a distribuicdo do fungo.
Neste trabalho foram conduzidos ensaios visando a caracterizagdo morfoldgica e
bioldgica, testes de patogenicidade em frutos destacados de tomate e um estudo do
progresso temporal de “black dot” em plantas de batata. Os estudos foram realizados no
Departamento de Fitopatologia da UFLA, em Lavras, MG. Cinco isolados de
C. coccodes, mais trés isolados das espécies C. lindemuthianum, C. gloeosporioides e
C. acutatum foram usados para o estudo morfolégico. No bioensaio, apenas os isolados
de C. coccodes foram usados. Isolados de C. coccodes apresentaram morfologia
uniforme e crescimento 6timo entre 20°C e 21°C. Diferenciaram-se das demais espécies
estudadas pela producdo abundante de esclerdcios, formato e dimensdes dos conidios e
aspecto visual das coldnias. Os isolados apresentaram esporulacdo que variava entre 1 x
10° e 1 x 10° conidios/mL. Na germinacio de conidios, os isolados CML 69, CML 71 e
CML 302 apresentaram maiores indices. No teste de patogenicidade, todos os isolados
comportaram-se da forma similar. Os isolados CML 69, CML 71 e CML 302, foram os
selecionados para os demais estudos. Testes de patogenicidade foram feitos com frutos
de tomate maduros, nas temperaturas de 10°C, 15°C, 20°C, 25°C e 30°C. Estruturas do
patégeno foram depositadas sobre a superficie dos frutos, feridos ou ndo. A temperatura
influenciou significativamente (P=0,05) no desenvolvimento de lesdes em frutos de
tomate. Os isolados apresentaram diferentes pontos de maximo desenvolvimento da
doenca variando entre 21,4°C e 30°C. Frutos inoculados, porém nao feridos, nio
desenvolveram a doenga, mostrando que o fungo necessita de uma injdria para que possa
penetrar e causar danos. Para o progresso temporal do “black dot” em plantas de batata,
mudas com 20 dias de idade tiveram suas raizes imersas em uma suspensio de 1 x 10°
conidios/mL, por 20 segundos. Vasos foram acondicionados em casa de vegetacdo e
avaliacOes feitas semanalmente a partir do sétimo dia, medindo a altura da planta, o
comprimento de raiz e de tubérculo e observando o aparecimento de sintomas. O
patégeno foi re-isolado das partes avaliadas a cada avalia¢do, por 12 semanas. Os sinais
do patégeno e o re-isolamento dos isolados foram observados a partir dos 14 dias. As
plantas testemunhas ndo apresentaram sinais ou sintomas da doenga em nenhuma das
avaliacdes. Os tubérculos apresentaram reducdo da qualidade visual e reducdo de peso.
As raizes foram as primeiras a manifestar sintomas da doenca. Plantas testemunhas
diferiram dos demais tratamentos a partir da quarta semana. A reproducdo de sinais e
sintomas em frutos de tomate e de “black dot” em plantas de batata mostra que
C. coccodes pode infectar e causar danos nessas culturas sob condi¢des brasileiras.

* Comité de orientacdo: Ludwig H. Pfenning — UFLA (Professor orientador)
Edson Ampélio Pozza - UFLA (Co-orientador).



ABSTRACT

COSTA, M.H.D. Morphology and pathogenicity of Colletotrichum coccodes in fruits
of tomato and plants of potato. 2006. 84p. Dissertation (Master in Agronomy/Plant
Pathology) - Universidade Federal de Lavras, Lavras.

Colletotrichum coccodes (Wallr.) S.J. Hugher is a pathogen of the family
Solanaceae. This pathogen is well known in other countries where it can cause
considerable losses in plantations of tomato and potato. In Brazil, where reports of
outbreaks caused by this fungal species can be found in literature, there is almost no
information available on the biology and distribution of this pathogen. In this study we
conducted a morphological and biological characterization of C. coccodes, pathogenicity
assays on detached tomato fruits and a study on the temporal progress of black dot in
potato plants. Five isolates of C. coccodes, and one isolate of each of the species
C. lindemuthianum, C. gloeosporioides and C. acutatum were included in the
morphological characterization. In the bioassay, only isolates of C. coccodes were used.
Isolates of C. coccodes presented uniform morphology and best growth rates at 20 and
21°C. The species can easily be separated from the other based on the abundant
production of sclerotial bodies, shape and dimensions of conidia and visual aspect of
colonies. The spore production varied from 10° to 10° conidia mL". Isolates CML 69,
CML 71 and CML 302 presented the best germination rates of conidia and were
therefore selected to be used in the subsequent trials. Pathogenicity assays were made by
using ripe tomato fruits that after inoculation were incubated at 10°C, 15°C, 20°C, 25°C
and 30°C. Structures of the pathogen were deposited on the surface of the fruits, both
with and without wounding. The temperature significantly (P<0.05) influenced the
development of lesions on tomato fruits. The maximum lesion development varied
among isolates in the range of 21.4°C to 30 °C. No lesion was observed on inoculated
but unwounded fruits, showing that the fungus do not penetrate the intact cuticle. In the
assays on temporal progress of black dot in potato plants, 20 day old plantlets had their
roots dipped in a spore suspension, 10° conidia . mL™, during 20 seconds and were then
placed in a greenhouse. Evaluations were made weekly, starting from the seventh day
after inoculation regarding plant height, root and tuber length, as well as typical disease
symptom development. The pathogen was re-isolated from the plant sites evaluated
during the entire assessment period of 12 weeks, with typical C. coccodes colonies
starting to appear from plant tissues re-isolated 14 days after the inoculation of the
fungus. No symptoms have been observed in control plants during the evaluation period.
The tubers of inoculated plants had their size reduced and a bad visual quality. Roots
evidenced disease symptoms first. Control plants began to present significant statistical
differences for the variables analyzed, when compared with the inoculated plants, after
the fourth week of evaluation. The reproduction of symptoms of anthracnose and black
dot in tomatoes and potato plants, respectively, under controlled conditions shows that
C. coccodes has the potential to infect and to cause losses in field conditions of Brazil.

* Advising Committee: Ludwig H. Pfenning — UFLA (Adviser)
Edson Ampélio Pozza - UFLA (Co-adviser).
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CAPITULO 1

Colletotrichum coccodes, PATOGENO DE SOLANACEAS



1 INTRODUCAO

Colletotrichum coccodes (Wallr.) Hughes € um patégeno cosmopolita
capaz de causar doenca em diversas espécies de plantas hospedeiras,
particularmente da familia Solanaceae. E o agente causal do “black dot” (pontos
pretos) em batata e antracnoses, doencas caracterizadas por lesdes profundas e
delimitadas nos tecidos, em tomate e pimentao.

O fungo € considerado um patdgeno de solo e estd distribuido em varias
dreas de produgdo dessas solaniceas por todo o mundo (Johnson & Miliczky,
1993). A sua ocorréncia cresceu nos ultimos anos e diversos relatos
demonstraram a incidéncia e danos que este patégeno vem causando nessas
espécies culturais em vdrios paises (Andrivon et al., 1998; Tsror & Johnson,
2000; Cullen et al., 2002; Fagbola & Abang, 2004). Os prejuizos causados por
este patégeno resultam tanto na reducdo direta da qualidade e quantidade do
fruto de tomate como no aumento dos custos de producdo e da pds-colheita nos
casos em que as infecgdes latentes ndo foram detectadas durante o cultivo. Além
disso, reduz a qualidade de tubérculos, tanto para semente quanto para consumo.
Quando a batata semente é afetada, representa importante fonte de indculo
causando reducdo na produgdo em até 30% (Dillard, 1992; Less & Hilton, 2003;
Glais & Andrivon, 2004; Glais et al., 2004).

Doencas causadas por C. coccodes foram caracterizadas por
pesquisadores de diversos paises. Varidveis relacionadas a temperatura, periodo
de molhamento, horas de exposicdo a luz, meio de cultura, sobrevivéncia do
patégeno em restos culturais e em solo, estudos de caracterizagdo morfoldgica,
molecular, patog€nicas e outras varidveis importantes sdo encontradas na
literatura (Chesters & Hornby, 1965; Barksdale, 1967; Hornby, 1968; Farley,
1972; 1976; Sutton, 1980; Dillard, 1992; 1988; Less & Hilton, 2003; Glais &



Andrivon, 2004; Glais et al., 2004). No Brasil, as referéncias estao restritas a
citagcbes da ocorréncia desse patégeno em catdlogos, sem que haja maiores
informacdes do seu comportamento em nossas condi¢cdes ambientais e de cultivo
(Reifschneider et al., 1983; Siqueira et al., 1985; Mendes et al., 1998).

A falta de informacdes sobre o patossistema C. coccodes em Solaniceas
no Brasil torna dificil a diagnose de doengas causadas por este patégeno. Vale
ressaltar que, embora haja medidas de controle ja descritas para o género
Colletotrichum, estas podem variar de acordo com a espécie. No caso da espécie
C. coccodes, a principal medida de controle € a sua exclusao, visto que o0 mesmo
produz esclerécios como mecanismo de sobrevivéncia. Uma vez estabelecido na
drea, o fungo pode sobreviver por muitos anos, causando prejuizos em varios
ciclos de culturas de solandceas ou outra hospedeira (Blakeman & Hornby,
1966; Farley, 1976; Dillard, 1990; Cullen et al., 2002).

Visando obter informagdes sobre a morfologia e a patogenicidade de
Colletotrichum coccodes, este trabalho teve como objetivos gerais fazer a
caracterizacdo morfoldgica e bioldgica de alguns isolados de Colletotrichum
coccodes, estudar o progresso da antracnose em frutos de tomate em diferentes
condi¢cdes de temperatura e métodos de inoculagdo e estudar o progresso de

“black dot” em plantas de batata sob condi¢des brasileiras.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Doencas fiingicas do tomateiro e da batata

A producdo mundial de tomate, nos ultimos 10 anos, teve um
crescimento considerdvel, colocando o Brasil entre os maiores produtores. Ja na
safra de 2003, a produ¢do chegou a 3,6 milhdes de toneladas, tornando-o a
hortalica de maior produgdo no pais (Agrianual, 2006).

Essa cultura é fortemente influenciada pela ocorréncia de pragas e
doengas. Dentre estas, aquelas causadas por fungos sdo responsdveis pelo maior
nimero de doengas no tomateiro, com destaque para o tombamento de mudas
(Pythium spp., Rhizoctonia solani e Phytophthora spp.), pinta preta (Alternaria
solani), requeima (Phytophthora infestans), septoriose (Septoria lycopersici),
murcha de fusdrio (Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici) e antracnoses
causadas por Colletotrichum spp. (Mendes et al., 1998). As antracnoses no
tomateiro podem ser causadas pelas espécies C.  coccodes,
C. gloeosporioides e C. dematium. A distin¢do e a identificacdo correta dessas
espécies € relevante, ja que influenciam no tipo de medida a ser adotada para
prevencdo ou controle da doenca, visto que espécies desse género podem ter
comportamentos distintos, mesmos sob condi¢des similares de cultivo ou
armazenamento.

A producdo de batata no Brasil, no ano de 2003, foi de
aproximadamente 3 milhdes de toneladas (Agrianual, 2006). Esta cultura, no
entanto, sofre perdas significativas na produtividade provocadas por doencas
flingicas, como a mancha de alternaria (Alternaria solani), requeima
(Phytophthora infestans), rizoctoniose (Rhizoctonia solani), sarna pulverulenta

(Spongospora subterranea), podriddo seca (Fusarium solani) e “black dot”



(C. coccodes). Esta doenca tem como principais sinais a producdo de
microesclerécios em diferentes partes da planta, bem como amarelecimento da
folhagem, podriddo em raizes, ataque ao caule e, eventualmente, morte

prematura da planta (Dillard, 1992).

2.2 Classificacao de Colletotrichum coccodes

Colletotrichum coccodes é a fase anamorfa de um ascomiceto da ordem
Phyllachorales, cuja fase sexuada ndo é conhecida ou descrita até o momento. O
fungo possui diferentes sindnimos chegando a uma lista de aproximadamente 15
nomes (von Arx, 1957; McIntyre & Rusanowski, 1975; Dillard, 1992). Dentre
esses, podem-se destacar com maior uso Colletotrichum atramentarium (Berk.

& Br.) Taubenh. e Colletotrichum phomoides (Sacc.) Chester.

2.3 Morfologia de Colletotrichum coccodes

Caracteristicas in vitro — o fungo cresce com facilidade em varios meios
de cultura, embora a esporulacdo dependa do substrato, sendo maior em meio
V8. Microesclerécios pretos, de 100-500um de didmetro, sdo produzidos em
grande quantidade. H4 uma intensa producdo de setas septadas, pigmentadas,
pontiagudas e de comprimento aproximado de 80 a 350um. Os conidios sdo
retos, fusiformes, hialinos, asseptados, com as extremidades obtusas, de 16-24 x
2,5-4,5um de dimensdo e formam uma massa de aparéncia amarelo a rosada. Ha
indicios de que o pH influencia na coloragcdo das col6nias em meio de cultura
(Dillard, 1988, Tsror (Lahkim) & Johnson, 2000).

Caracteristicas in vivo — esclerdcios pretos, de 100-500pm de didmetro,
sdo produzidos no tecido do hospedeiro. No solo, podem sobreviver por longos

periodos (Dillard, 1988). Acérvulos sdo observados no caule, raizes e frutos da



planta hospedeira e sdo de forma delgada, de 200-300um de didmetro,
produzindo setas septadas com suas extremidades agudas. Conidiéforos
desenvolvem-se em uma camada palissddica, de cor sub-hialina, cilindricos, de

comprimento de 10-30um (Dillard, 1992; Tsror (Lahkim) & Johnson, 2000).

2.4 Distribuicao geografica

Colletotrichum coccodes pode ser observado em diversos paises,
causando doenca, principalmente, em culturas da familia das solandceas. O
patégeno foi relatado em batata nos Estados Unidos, Chile, Europa, Austrilia,
Africa do Sul, India e Israel e em tomate nos Estados Unidos, Canadd e alguns
paises da Europa, como a Franca (Thirumalachar, 1967; Stevenson et al., 1976;
Barkdoll & Davis, 1992; Johnson, 1994; Andrivon et al., 1998), mesmo sendo
considerado um parasita fraco de baixa habilidade de competi¢cdo na sua fase
saprofitica.

No Brasil, C. coccodes ocorre em campos de batata, tomate e pimentdo
causando sintomas em raizes, tubérculos, folhas, frutos e caules. Esse fungo nio
foi citado na literatura brasileira até o momento, como um patégeno de grande

importancia econdmica (Siqueira et al., 1985; Mendes et al., 1998).

2.5 Plantas hospedeiras e sintomatologia

Os sintomas da doenga causada por C. coccodes variam de acordo com a
época de infeccdo, 6rgdos infectados, hospedeiros e condicdes ambientais
favordveis ao desenvolvimento da doenga. Quanto ao processo de infecg¢do é
importante conhecer os fatores que o influenciam para que estratégias efetivas

de controle sejam desenvolvidas.



Em tomateiro, os sintomas sio conhecidos como antracnose € o
patégeno pode infectar frutos verdes e maduros, sendo possivel acontecer
infeccdo latente em frutos verdes armazenados sob baixa temperatura. Em frutos
maduros, a infeccao desse patdgeno resulta numa lesdo circular, deprimida, com
escurecimento central (Tu, 1980; Dillard, 1989). Com o desenvolvimento da
antracnose, acérvulos formam-se nas camadas externas do tecido do hospedeiro
e formam conidios envoltos por um material mucilaginoso e imido, composto
de glicoproteinas, polissacarideos, enzimas (invertase, poligaracturonase,
celulase e pectinaliase) e varios outros componentes que ajudam no processo de
penetracdo e infeccdo do patdgeno. A matriz mucilaginosa que envolve estes
conidios inibe a germinacdo prematura e o ressecamento destes, protegendo-os,
também, contra a luz ultravioleta (UV) e os efeitos toxicos de fendis dos
hospedeiros (Lopez, 2001). Producdo de microesclerdcios nas raizes ¢é
observada, conhecida também como “black dot” das raizes. Plantas de tomateiro
ainda podem exibir sintomas de amarelecimento da folhagem e, eventualmente,
morte prematura de planta (Dillard & Cobb, 1997).

Na batata, pode ser observada a formacdo de esclerdcios em diferentes
partes da planta. Sintomas da doencga incluem o amarelecimento da folhagem,
podriddo em raizes, ataque ao caule e, eventualmente, morte prematura da
planta. Esclerdcios se desenvolvem externa e internamente nos tecidos do caule
causando decadéncia e morte destes e nas raizes, bem como nos estoldes e
tubérculos filhos (Stevenson et al., 2001). Um resumo com as principais espécies
hospedeiras que sdo afetadas por C. coccodes, de acordo com a literatura, os
orgdos infectados e os trabalhos nos quais aparecem descritos encontram-se na

Tabela 1.



TABELA 1: Plantas hospedeiras de Colletotrichum coccodes e 6érgao
vegetal infectado

Planta hospedeira Orgdo infectado  Referéncia
Solanum esculentum Fruto, folha, raiz  Barksdale, 1967; Stevenson et al.,
e caule 1976; Dillard, 1987; Raid &

Pennypacker, 1987; Tsror & Johnson,
2000; Lopez, 2001; Redman &
Rodriguez, 2002.

Solanum tuberosum Raiz, caule, Dickson, 1926; Barkdoll & Davis,
tubérculo, folha 1992; Johnson, 1994; Andrivon et al.,
e estolao 1997; Dillard e Cobb, 1997; Johnson
et al., 1997; Tsror & Johnson, 2000;
Lopez, 2001.
Glycine max Caule Riccione & Conca, 1998
Capsicum annuum Fruto Dillard, 1992
Fragaria spp. Fruto Maas & Howard, 1985
Malus domestica Fruto Maas & Howard, 1985
Chrysanthemum spp. Raiz Chesters & Hornby, 1965
Diversas ervas daninhas  Folha e raiz Raid & Pennypacker, 1987

2.6 Epidemiologia da antracnose no tomate

O fungo infecta frutos de tomate verdes e maduros. A infeccdo inicial
dos tecidos do hospedeiro é conhecida como infeccdo intramural subcuticular
que forma estruturas de infeccdo a partir do crescimento do apressério que
penetra a cuticula. Essa estrutura pode continuar avancando ou parar nesse
estdgio de desenvolvimento resultando em uma infec¢@o latente (Fulton, 1948).
Infecgdes latentes sdo comuns em frutos verdes e a superacio destas infec¢des é
relativa 2 condigdo fisiolégica do tecido do tomate. A medida que ocorre a
superacdo dessa laténcia, hd diminuicdo da turgescéncia das paredes da célula,

sugerindo que a nutricdo do fungo envolve degradacido enzimética de materiais



poliméricos da parede (Dillard, 1992). Essa fase de infec¢do inicial €
assintomdtica, o que dificulta a preven¢do da doenca, pois, frutos infectados sio
tidos como sadios (Dillard, 1989). Lesdes em frutos podem ser observadas de 5
a 6 dias ap6s a infec¢do, em temperaturas favoraveis. O aumento da antracnose
no tomate esta freqiientemente associado a alta pluviosidade durante a estagdo
de crescimento da planta. A irrigagdo excessiva também pode contribuir para o

aumento da incidéncia e severidade da antracnose do tomate (Barksdale, 1967).

2.7 Epidemiologia de “black dot’’ na batata

Na batateira, C. coccodes infecta todos os d6rgdos da planta, causando
uma doenga conhecida como “black dot”. Esse termo refere-se a producgdo
abundante de microesclerdcios pretos nos tubérculos, estoldes, raizes e caule,
abaixo e acima do solo. Além disso, o fungo causa podriddes em O&rgaos
subterrdneos e amarelecimento da folhagem. A invasdo do tecido cortical causa
degradacdo da periderme, declinio rdpido nas plantas com descoloracdo dos
tubérculos, danos na qualidade visual e reducdo em campo. C. coccodes pode
também causar podriddao em caules e tubérculos (Dillard, 1992).

H4 evidéncias de que o fungo seja introduzido no solo, a partir de
tubérculos ou frutos contaminados, onde se estabelece e, eventualmente, serve
como indculo, permanecendo em futuras colheitas (Tsror (Lahkim) & Johnson,
2000). O fungo pode sobreviver no solo como estrutura de resisténcia conhecida
como esclerécio, permanecendo vidvel por muitos anos e mantendo a sua
capacidade de germinar logo que hajam condi¢des adequadas e plantas
hospedeiras suscetiveis. Pode existir em niveis ndo detectdveis no solo até o
estabelecimento de um novo plantio, permitindo que o patégeno se multiplique a

niveis detectdveis (Lees & Hilton, 2003) Infec¢ao aérea pode, eventualmente,



levar a uma infeccdo do solo. H4 relatos sugerindo que conidios possam
sobreviver por mais de 52 semanas no solo (Farley, 1976).

C. coccodes pode também ocorrer em associagcdo com outros patdgenos
de solo, como Rhizoctonia, Fusarium e Verticillium. Esta combinacdo aumenta
significativamente as perdas em campos de produgdo (Tsror (Lahkim) &
Hazanovsky, 2001; Johnson & Miliezry, 1993). Solos com texturas grossas,
deficientes de nitrogénio, mal drenados e sob alta temperatura favorecem a
multiplicacdo e sobrevivéncia de C. coccodes (Stevenson et al., 2001).

Outra via de transmissdo € pelo ar com potencial de causar infecgdo
foliar, ou em regides aridas, especialmente quando ajudada pelo uso de irrigacdo
por aspersdo e ventos fortes, este também pode ser introduzido em novas areas
durante tempestades de areia (Stevenson et al., 1976; Johnson, 1991; Mohan et

al., 1992; Andrivon et al., 1997).

2.8 Influéncia da temperatura no progresso de doencas

Dados relacionados a temperatura 6tima para o progresso da doenga sao
de suma importincia, principalmente no que diz respeito a armazenagem de
frutos na fase pds-colheita. A temperatura é uma varidvel limitante ao progresso
temporal de antracnoses j4 bem estudada por diversos pesquisadores (Fulton
1948; Farley, 1972; Dillard, 1988, 1989; Silveira et al., 2001). Em estudos
conduzidos por Dillard (1989), nos Estados Unidos, foi observado que a
temperatura influencia significativamente a infec¢do e o desenvolvimento da
doenga em frutos de tomate, quando inoculados com C. coccodes. Esses frutos
apresentavam maiores lesdes e severidade de doenca em temperaturas na faixa
de 28°C, enquanto que, em frutos mantidos a temperatura de 16°C e acima de

32°C, a severidade da doenga foi reduzida ou simplesmente ndo havia a

producdo de sintomas. Esses dados assemelham-se aos observados em
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temperatura 6tima para esporulagdo e germinacdo de conidios de C. coccodes
em estudo “in vitro”, por este mesmo autor.

Para o efeito da temperatura no patossistema C. coccodes X batata,
Glais-Varlet et al. (2004) estudaram o crescimento in vitro e a infectividade de
C. coccodes em tubérculos de batata nas temperaturas de 5°C, 10°C e 15°C,
mais temperatura ambiente de 22°C e observaram que batatas inoculadas com
suspensdo de conidios ou com discos de dgar contendo micélio do patégeno
depositados a Smm de profundidade no tubérculo, desenvolviam sintomas
tipicos do “black dot” em todas as temperaturas testadas quando mantidos por
41, 82 e 103 dias, embora a temperatura de 5°C tenha favorecido o
desenvolvimento de sintomas menores. Isso mostra que batatas semente, mesmo
armazenadas sob baixas temperaturas, estdo expostas a contaminacio por
C. coccodes e o desenvolvimento de sintomas, além de poderem disseminar a
doenga em campos onde esta ainda ndo existe (Glais-Varlet et al., 2004).

Sintomas tipicos de “black dot” aparecem nas condi¢des de
armazenamento entre 5°C e 15°C, com freqiiéncia (Glais & Andrivon, 2004).
Isso ja foi observado quando tubérculos de batata, inoculados com C. coccodes a
baixas temperaturas, manifestavam os sintomas tipicos da doencga, apds algumas
semanas (Mooi, 1959). Embora temperaturas mais baixas contribuam para o
desenvolvimento mais lento da doenca, € importante o cuidado com as mesmas,
visto que estas podem estar agindo diretamente no favorecimento de doencas em
campo e em armazenamento, causadas por C. coccodes.

Para o Brasil e demais paises da América Latina, ndo foram encontradas
publicacdes sobre a morfologia, biologia, epidemiologia de C. coccodes ou o

controle das doengas causadas por esse patdgeno em solaniceas.
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CAPITULO 2

CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E BIOLOGICA DE

Colletotrichum coccodes
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1 RESUMO

COSTA, M.H.D. Caracterizacio morfoldgica e bioldgica de Colletotrichum
coccodes. In: . Morfologia e patogenicidade de Colletotrichum coccodes
em frutos de tomate e plantas de batata. 2006. Cap. 2. p. 17-40. Dissertacao
(Mestrado em Fitopatologia) -Universidade Federal de Lavras, Lavras.

Colletotrichum coccodes (Wallr.) S.J. Hughes é o agente etioldgico de
doencas como “antracnose” e “black dot” em solaniceas em diversos paises. No
Brasil, o fungo também € registrado como patégeno de solandceas, entretanto ha
apenas registros em catdlogos. O objetivo dessa parte do trabalho foi realizar um
estudo comparativo das caracteristicas morfoldgicas das espécies C. coccodes,
C. gloeosporioides, C. acutatum e C. lindemuthianum e das caracteristicas
bioldgicas de C. coccodes. Os isolados foram obtidos da Cole¢dao Micoldgica de
Lavras (CML) do Departamento de Fitopatologia da UFLA. Foram avaliadas
taxa de crescimento micelial, coloracdo das coldnias, formagdo de setores, setas
e esclerdcios, a forma, coloragdo e dimensdes de conidios bem como a taxa de
germinacdo e esporulacdo dos conidios. Testes de patogenicidade de
C. coccodes foram conduzidos com frutos destacados de tomate. Os isolados de
C. coccodes apresentaram morfologia similar entre si. A taxa de crescimento foi
uniforme dentro de cada temperatura testada, mantendo seu ponto de maximo
crescimento entre 20°C e 21°C. Em geral, os isolados apresentaram esporulacio
que variava entre 1 x 10° e 1 x 10° conidios/mL. Verificou-se uma diferenga na
porcentagem de germinacdo de conidios, submetidos hd vérios tempos de
avaliac@o. Os conidios dos isolados CML 69, CML 71 e CML 302 germinaram
mais rapidamente. No teste de patogenicidade, todos os isolados comportaram-
se de forma igual; frutos apenas inoculados com &4gua niao desenvolveram
sintomas. As espécies estudadas podem ser diferenciadas por marcadores
morfolégicos.

* Comité de orienta¢do: Ludwig H. Pfenning — UFLA (Professor orientador)
Edson Ampélio Pozza — UFLA (Co-orientador).
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2 ABSTRACT

COSTA, M.H.D. Morphological and biological characterization of
Colletotrichum coccodes. In: . Morphology and pathogenicity of
Colletotrichum coccodes in fruits of tomato and plants of potato. 2006.
Chapter 2. p. 17-40. Dissertation (Master in Agronomy/Plant Pathology) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras.

Colletotrichum coccodes (Wallr.) S.J. Hughes is the etiologic agent of diseases
in Solanaceae such as anthracnose and black dot in several countries. In Brazil,
the fungus is also reported as a pathogen of Solanum species, however only in
catalogues. The objective of this work was to compare the morphological and
biological characteristics of  Colletotrichum species, C. coccodes,
C. gloeosporioides, C. acutatum and C. lindemuthianum. The isolates were
obtained from the Colecdo Micoldgica de Lavras (CML) of the Plant Pathology
Department, UFLA. The variables assessed were growth rate and coloration of
the colony, production of sectors, setae and sclerotia, shape, color and
dimensions of conidia, sporulation and germination rate. Pathogenicity of
C. coccodes was assessed on detached tomato fruits. The isolates of C. coccodes
had typical morphology with very small variation. The colony growth rate had
little variation under each tested temperature, being 20°C and 21°C the ones of
maximum colony growth rate. Usually, the sporulation rate ranged from 10° to
10° conidia . mL™". We observed that isolates CML 69, CML 71 and CML 302
had faster emission of the germination tube than the majority of the tested
isolates. In the pathogenicity assay all strains induced typical symptoms, but
only on inoculated plants. The control plants remained without symptoms during
the whole evaluation period. The fungal species studied can easily be
differentiated by morphological markers.

* Advising Committee: Ludwig H. Pfenning — UFLA (Adviser)
Edson Ampélio Pozza — UFLA (Co-adviser).
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3INTRODUCAO

Colletotrichum coccodes é um fitopatégeno bem conhecido em paises da
Europa (Fagbola & Abang, 2004; Glais & Andrivon, 2004), EUA (Dillard,
1992), Reino Unido (Less & Hilton, 2003). Em frutos de tomate, causa
antracnoses no campo ou em pods-colheita, além de apodrecimento de raizes,
amarelecimento da folhagem e morte prematura da planta. Outras espécies de
Colletotrichum também ocorrem em tomate, como
C. gloeosporioides e C. dematium (Mendes et al., 1998). Em plantas de batata,
somente a espécie C. coccodes é patogénica, causando uma doenga conhecida
como “black dot”, assim chamada, por produzir microesclerdcios pretos em
abundancia em tecidos da planta. Caracterizagdo morfoldgica (Dillard, 1988;
Glais et al., 2004), caracterizacdo molecular (Cullen et al., 2002; Fagbola et al.,
2004), caracterizagdo patogénica (Barkdoll & Davis, 1992; Andrivon et al.,
1998) e formas de sobrevivéncia (Farley, 1976) foram estudados por diversos
pesquisadores em outros paises. Apesar disso, ndo hd publicacdes sobre o
comportamento de populacdes e isolados de C. coccodes no Brasil, seu potencial
como um patdégeno e os fatores responsdveis por influenciar o desenvolvimento
de antracnoses em frutos de tomate e de “black dot” em plantas de batata. A
literatura esta restrita a citagdes da ocorréncia desse patégeno em catdlogos, sem
informacdes do seu comportamento em nossas condigdes ambientais
(Reifschneider et al., 1983; Siqueira et al., 1985; Mendes et al., 1998).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi realizar um estudo
comparativo das caracteristicas culturais e morfolégicas das espécies C.
coccodes, C. gloeosporioides, C. acutatum e C. lindemuthianum, além de
identificar diferencas na agressividade entre isolados de C. coccodes por meio de

bioensaio em tomates na pés-colheita.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local e realizacio do experimento

Os estudos das caracteristicas culturais, morfoldgicas, teste de
germinagdo de conidios, esporulagdo em meio de cultura e bioensaio para a
selecdo dos isolados mais agressivos foram realizados no Laboratério de
Sistematica e  Ecologia de  Fungos do  Departamento  de
Fitopatologia/Universidade Federal de Lavras,MG, durante o primeiro semestre

de 2005.

4.2 Obtencao de isolados e colecao

Os isolados foram obtidos de material vegetal infectado de batata e
tomate, proveniente de amostras recebidas na Clinica Fitossanitaria/DFP da
Universidade Federal de Lavras e mantidos na BOD em condi¢des e substrato
adequados até a conclusdio do experimento. Isolados representativos estdo
depositados na Colecdo Micoldgica de Lavras (CML) como material de

referéncia (Tabela 1).
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TABELA 1: Isolados utilizados neste experimento, cédigo de depdsito na CML

e espécies vegetais de onde foram isolados.

Cédigo na CML Espécie Substrato

CML 69 C. coccodes Solanum tuberosum
CML 71 C. coccodes Solanum tuberosum
CML 205 C. coccodes Solanum tuberosum
CML 302 C. coccodes Solanum esculentum
CML 353 C. coccodes Solanum tuberosum
CML 335 C. lindemuthianum Phaseolus vulgaris
CML 460 C. gloeosporioides Capsicum annuum
CML 461 C. acutatum Capsicum annuum

4.3 Estudo das caracteristicas culturais e morfologicas

Para estudo das caracteristicas culturais e da morfologia de C. coccodes,
C. gloeosporioides, C. acutatum e C. lindemuthianum, foram observados, em
meio MA 2%, taxa de crescimento micelial, coloracdo das col6nias, dimensdes,
formato e pigmentacdo de conidios, presenga de setas, formagdo de setores e

observacao de estruturas como microesclerécios (Dillard, 1988).

4.3.1 Indice de velocidade de crescimento micelial sob diferentes

temperaturas

Discos de meio com micélio dos isolados foram recortados das margens
de colonias com 8 dias de crescimento e transferidos para placas contendo meio
MA 2% (extrato de malte e dgar) e incubados em BOD nas temperaturas de
10°C, 15°C, 20°C, 25°C e 30°C, com fotoperiodo de 12 horas de luz negra, até
que as coldnias alcangcassem o didmetro mdximo das placas. A taxa de

crescimento micelial foi avaliada a cada 24 horas, com a primeira avaliagdao apds
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um dia a inoculacdo. Foi usado, para tanto, o indice de velocidade de

crescimento micelial (IVCM).

IVCM =) (D-Da)/N
D = didametro médio da colonia
Da = didmetro médio da coldnia no dia anterior

N = niimero de dias da avaliagcao

Usou-se o delineamento inteiramente casualizado, com cinco repeticoes
para cada isolado, sendo cada repeticdo constituida de uma placa. Os dados
foram submetidos a andlise de varidncia. A varidvel isolado, quando
significativa no teste F, foi comparada, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade e, para temperatura, foram ajustados modelos de regressao,
avaliando-se a temperatura 6tima que favorecia o miximo crescimento micelial,
para cada um dos isolados. As andlises foram feitas pelo programa SISVAR 4.6,

2003.

4.3.2 Coloracao das colonias e formacao de setores

Para avaliacdo da coloragdo das coldnias e formacdo de setores,
foram utilizadas as mesmas placas do ensaio anterior. Apds o término das
leituras de crescimento micelial, fizeram-se observagdes visuais da

coloracdo das colonias e de formacao de setores.
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4.3.3 Dimensoes, formato e pigmentacio dos conidios e observacio de

esclerécios e setas

Apés as avaliacdes dos itens 4.3.1 e 4.3.2, as mesmas culturas foram
usadas para o preparo de ldminas para medir o comprimento e a largura de 100
conidios escolhidos ao acaso e a observacdo do formato e da pigmentacdo dos
mesmos.

Placas foram obtidas com cultura pura, como descrito no item 4.3.1. As
observagdes de estruturas, como setas e esclerdcios, foram realizadas apés o
oitavo dia de crescimento da coldnia, durante um periodo de 60 dias. Estas

estruturas foram observadas com auxilio de um microscépio de luz.

4.4 Selecao de isolados
4.4.1 Esporulacao de Colletotrichum coccodes

Foram adicionados 10mL de dgua destilada e autoclavada em placas
contendo culturas puras de C. coccodes, crescidas em meio V-8 com oito dias de
crescimento. O conteddo dessas placas foi filtrado com o auxilio de gaze dupla.
Uma aliquota dessa suspensdo foi transferida para uma camara de Newbauer
com a finalidade de determinar a concentracdo de conidios. Esse ensaio foi
montado em delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticdes por

isolado.
4.4.2 Determinacio da germinacao de conidios
Para a observagdo da germinacdo de conidios de C. coccodes usou-se

uma suspensdo de conidios com concentragio de 1 x 10° conidios/mL

depositada em laminas escavadas com dois pogos e mantidas dentro de uma
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placa de Petri contendo papel de filtro umedecido e incubadas a 25°C. Trés
laminas foram usadas para cada isolado e as avaliagcdes foram feitas apds 12, 18,
24 e 48 horas, periodo no qual os conidios do patégeno estavam germinados

(Dillard, 1989).

4.4.3 Patogenicidade em frutos

Para testar a patogenicidade e a agressividade dos isolados CML 69,
CML 71, CML 205, CML 302 e CML 353, foram utilizados, para cada um, 6
frutos de tomate maduros. Os frutos foram submetidos a lavagem em &4gua
corrente, desinfestados superficialmente pela imersdo em d&lcool 50% por 1
minuto e NaCLO 0,05% por 1 minuto e enxaguados em d4gua esterilizada,
inoculados com discos de dgar com estruturas do patdgeno, retirados da margem
de colonias com 8 dias de crescimento. A inoculacdo se deu em frutos com e
sem ferimentos. Para cada isolado testado, foi utilizada uma bandeja pldstica
com esponja umedecida contendo os frutos suspensos sobre superficies plésticas,
evitando, assim, que os frutos tivessem contato direto com a dgua. As bandejas
foram envoltas por uma camada de filme de PVC, com o objetivo de se criar
uma camara Umida por um periodo de 24 horas. Em seguida, foi retirada a
camara umida e estas foram mantidas por um periodo de 5 dias em temperatura
ambiente. Apds esse periodo, o didmetro médio das lesdes foi medido em

centimetros.

25



S RESULTADOS

5.1 Caracteristicas culturais e morfologicas

5.1.1 Indice de velocidade de crescimento micelial sob diferentes

temperaturas

Na andlise de variancia, para verificar as diferengas de crescimento entre
os isolados sob as diferentes temperaturas testadas e a interacdo mutua entre
isolados e temperatura, foram verificadas diferencas significativas, de acordo
com o teste de F (P <0,05), para todas as fontes de variacao (Tabela 1A). Para o
crescimento médio dos isolados dentro de cada temperatura, foi observado que
eles apenas ndo diferiram em IVCM sob a temperatura de 10°C. Sob as demais
temperaturas, essas diferencas foram observadas, mesmo quando se
consideravam apenas as espécies de C. coccodes, pelo teste de Scott-Knott, a 5%

de probabilidade (Tabela 2).

TABELA 2: Indice de velocidade de crescimento micelial (cm/dia) de
1solados de Colletotrichum spp. sob diferentes temperaturas.

Temperaturas
Isolados 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C
CML 69 0,24 a* 2,25d 1,83 ¢ 1,70 b 0,94 d
CML 71 0,25 a 1,12b 1,88 ¢ 1,64 b 0,61 c
CML 205 0,23 a 1,33 ¢ 1,64 b 1,81 c 0,42 b
CML 302 0,36 a 1,09 b 1,50b 1,64 b 0,68 ¢
CML 353 0,19 a 1,06 b 1,56 b 1,64 b 0,49 b
CML 335 0,27 a 1,14 b 0,65 a 0,62 a 0,02 a
CML 460 0,20 a 0,58 a 1,86 ¢ 2,20d 0,96 d
CML 461 0,23 a 1,09 b 1,64 b 2,20d 0,71 c

* Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nio diferem entre si, pelo teste
de Scott-Knott, a 5 % de probabilidade.
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Quando consideraram-se apenas os isolados de C. coccodes, pdde-se
observar uma variagdo média de crescimento micelial dentro de uma mesma
temperatura, de 1,186 cm/dia. Isso ocorreu quando se observou os valores de
crescimento dos isolados CML 69 e CML 353 que foram de 2,25 e 1,06 cm/dia
na temperatura de 15°C.

Esse crescimento, quando comparado com o de outras espécies de
Colletotrichum, mostra que, apenas para a espécie C. lindemuthianum
(CML 335), isolados de C. coccodes nao foram semelhantes, tendo um
crescimento maior e bem distinto. Para as espécies C. gloeosporioides
(CML 460) e C. acutatum (CML 461), essa diferenca ndo pode ser observada,
para as temperaturas estudadas. A excecdo foi a temperatura de 25°C, para a
qual apresentaram {indices de crescimento de 2,20 e 2,20 cm/dia,
respectivamente, bem maiores aquelas observadas para os isolados de C.
coccodes (Tabela 2).

Modelos de regressdo foram feitos para a varidvel temperatura para cada
um dos isolados estudados. Equa¢des quadréticas evidenciam pontos de méaxima
velocidade de crescimento micelial de 20,57°C; 20,90°C; 20,59°C; 21,15°C e
20,93°C para os isolados CML 69, CML 71, CML 205, CML 302 e CML 353 e
de 18,56°C; 22,62°C e 21,55°C para os isolados CML 335, CML 460 e
CML 461, respectivamente (Figura 1: a-h).
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5.1.2 Coloracao das colonias, observacao de microesclerdcios, setas e

formacao de setores

Todas as colonias de C. coccodes produziram microesclerdcios em
abundincia, dando um aspecto de col6nias escuras, embora formasse micélio
aéreo branco. As colonias apresentaram aspecto uniforme entre elas, com uma
leve diferenciacdo para o isolado CML 302 que mostrou um micélio aéreo
branco rosado. A espécie C. acutatum (CML 461) ndo produziu
microesclerdcios nem setas, mas foi bem caracterizada por produzir um micélio
aéreo branco bem denso. C. gloeosporioides (CML 460) formou micélio aéreo
escuro e produziu poucas setas e microesclerdcios. C. lindemuthianum
(CML 335) também mostrou micélio aéreo escuro, producdo abundante de setas,
mas, em nenhum momento, formou microesclerdcios. Setores foram freqiientes
nos isolados de C. coccodes, mas nao foram observados para as demais espécies
(Tabela 3).

A morfologia ajudou bastante para o reconhecimento de C. coccodes,
em relacdo as demais espécies. A producdo abundante de esclerdcios,

caracteristica marcante desta espécie, ajudou na diferenciacio das demais.

5.1.3 Dimensoes, formato e pigmentacio dos conidios

Os isolados de C. coccodes produziram conidios com tamanho e
pigmentacdo uniforme, com dimensdes de 16-24 x 2-4um, sempre retos,
fusiformes, hialinos, diferentes dos conidios de C. gloeosporioides, que se
apresentaram menores, 10-18 x 3-5um, cilindricos, alguns com uma das
extremidades obtusas e menos uniformes. Conidios de C. lindemuthianum foram
facilmente separados daqueles de C. coccodes, pelo formato cilindrico bem

arredondado e por suas dimensdes menores, 9-13 x 3-4,5Sum. Mesmo
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C. acutatum, que produziu conidios retos fusiformes, foi separado de
C. coccodes pelo tamanho médio de seus conidios de 8,5-16 x 2,5-4um. Todas
as espécies produziram conidios hialinos (Tabela 3). O formato dos conidios de
C. coccodes, tamanho e uniformidade que estes apresentaram, aliados a
caracteristicas de crescimento da coldnia, permitiram uma diferencia¢do segura e
eficiente dessa espécie das demais estudadas (Figura 2 e 3). Na pratica, essas
diferencas auxiliam na identificacdo do patdgeno e na diagnose de uma doenga

(Figura 4).

TABELA 3: Caracteristicas relacionadas a coloragdo das col6nias, formacao
de esclerdcios, setas e setores, dimensoes e formato dos conidios.

Isolados Cor do escler6 setas setores Dimensoes Formato
micélio cios dos conidios

CML 69 Branco ++ ++ + 16.5-23 x 3-4 rf

CML 71 Branco ++ ++ + 17-23x 34 rf

CML 205 Branco ++ ++ + 16-22 x 3-4 rf

CML 302 Branco ++ ++ + 16-24 x 2,8-4 rf
rosado

CML 353 Branco ++ ++ + 16-22 x 2,8-4 rf

CML 335 Escuro - ++ - 9-13x 34,5 c

CML 460 Escuro + + - 10-18 x 3,5-5 c

CML 461 Branco - - - 8,5-16 x 2,5-4 rf

(++) producdo abundante; (+) pouca producao; (-) auséncia.
rf — reto, fusiforme; ¢ — cilindrico.
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FIGURA 2: Aspecto visual das coldnias de Colletotrichum. A- C. gloeosporioides;
B- C. acutatum; C- C. lindemuthianum; D- C. coccodes.

FIGURA 3: Conidios de espécies de Colletotrichum. A- C. gloeosporioides;
B- C. acutatum; C- C. lindemuthianum; D- C. coccodes.
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FIGURA 4:

Marcadores morfolégicos de C. coccodes. A- Colonia em meio V-8 com
10 dias de idade; B- detalhe do crescimento inicial da colOnia;
C- microesclerdcios agrupados ou solitarios; D- conidios; E- apressoério
germinando; F- setas septadas.

32



5.2 Bioensaio

Quanto a abundancia de esporulagdo de C. coccodes em meio V-8, ndo
houve grandes variacdes entre cada um dos isolados analisados nesse ensaio. Em
geral, apresentaram esporulagdo que variou entre 1 x 10° e 1 x 10° conidios/mL,
com exceg¢do, do isolado CML 205, que apresentou um valor de esporulagio de
1 x 10’ conidios/mL, bem menor (Figura 5-a).

Verificou-se uma diferenca na porcentagem de germinagdo de conidios,
feitas nos tempos de 12, 18, 24 e 48 horas. Os isolados CML 69, CML 71 e
CML 302 apresentaram germina¢do mais rapida e maior em relagdo aos isolados
CML 205 e CML 353 (Figura 5-b).

No teste de patogenicidade em frutos de tomate, ndo foram observadas
diferencas significativas entre os isolados usados, de acordo com o teste de
Tukey, a 5% de probabilidade (Figura 5-c).

Os isolados CML 69, CML 71 e CML 302 foram os escolhidos para a
realizacdo dos experimentos de teste de patogenicidade em frutos tomate e do
desenvolvimento de “black dot” em plantas de batata, abordados nos préximos
capitulos, por apresentarem melhores indices de germinacdo, esporulacdo e

desenvolvimento de sintomas em frutos de tomate inoculados.

33



516
o

<

€

% 124
o

2 10 A
s

L 8-
<

8 61
€

o 44
"

O

s 2
S

& 0 ‘ — . |
i}

a CML69 CML71 CML205 CML302 CML353
Isolados de C.coccodes

Germinacao (%)

12 18 24 48
b CML 69 vy CML 71 m CML 205 O CML 302 & CML 353

1,8 1
1,6 4
~ 1,44
1,2 1

0,8 1
0,6 1
0,4 1
0,2 1

Lesdao média (cm

CML69 CML71 CML205 CML302 CML353  Test
C Isolados de C. coccodes

FIGURA 5: Caracteristicas bioldgicas de C. coccodes. a. esporulacdo de
conidios em meio V-8; b. germinagdo de conidios apds diferentes
tempos de avaliagdo; c. severidade da doenca em frutos de tomate.

34



6 DISCUSSAO

A morfologia observada para os conidios é semelhante aquela vista na
literatura: conidios de formato reto fusiforme para C. coccodes e C. acutatum e
cilindrico para as espécies C. gloeosporioides e C. lindemuthianum (Sutton,
1980; Dillard, 1988; Lopez, 2001).

A influéncia da temperatura, seja para avaliacdo de caracteristicas
culturais in vitro, in vivo ou in natura, é bastante discutida na literatura, para
muitos microrganismos (Silveira et al., 2001). Apesar disso, dados relacionados
as caracteristicas in vitro de C. coccodes no Brasil foram estudados apenas por
Martins et al. (2000) que observaram que o maior indice de crescimento micelial
de C. coccodes, quando cultivado em diferentes meios de cultura e temperaturas,
se deu aos 25°C em meio BDA e que as temperaturas de 25°C e 30°C foram as
melhores, para esporulacdo e germinacdo. Estes resultados assemelham-se a
aqueles observados neste estudo, para indice de germinacdo de conidios, no
entanto, o IVCM diferiu, tendo os isolados apresentado melhor indice de
crescimento micelial entre 20,6°C e 21,2°C.

O crescimento 6timo a temperatura de 27°C foi observado em estudos
realizados por Dillard (1988), que verificou, ainda, a paralisacdo do crescimento
de um isolado de C. coccodes submetido a temperatura de 7°C. Ao contrério,
Glais et al. (2004) verificaram que seus 13 isolados de C. coccodes foram
capazes de crescer sob temperatura de 5°C, embora a presenca do crescimento
s6 pudesse ser observada apds 10 dias. Pelos resultados aqui obtidos, o
crescimento a 10°C, embora lento, variando entre 0,192 e 0,362 (cm/dia),
aconteceu tanto para os isolados de C. coccodes quanto para os demais isolados

estudados.
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Mesmo que C. coccodes apresente uma taxa lenta de crescimento sob
temperaturas baixas, existe o risco do mesmo ser capaz de infectar e desenvolver
sintomas em tubérculos-semente, armazenados em camaras resfriadas, Isso
porque esse armazenamento pode durar até 8 meses, tempo suficiente para o
crescimento, colonizacdo e infec¢do de C. coccodes em batatas.

Embora, neste estudo, microesclerécios nao tenham sido quantificados,
ficou evidente que estes demoravam mais a aparecer e eram menos abundantes
sob temperaturas de 10°C e 15°C. Esses resultados concordam com os de Glais
et al. (2004) que observaram que placas mantidas sob temperatura ambiente por
trés dias e depois mantidas nas temperaturas de 5°C, 10°C e 15°C, s6 produziam
microesclerdcios apds 29, 21 e 21 dias, respectivamente. Essa produgdo era
observada a partir dos 21 dias, quando a pré-inoculacdo das placas se dava por
seis dias.

Temperaturas entre 24°C e 28°C foram mais favordveis a esporulacao,
germinacdo de esporos e crescimento em meio de cultura, em experimento
realizado por Kendrick & Walker (1948). Entretanto, Dillard (1988) observou
que a germinacdo de conidios de C. coccodes é favorecida a uma temperatura de
22°C, que conidios submetidos a temperaturas abaixo de 7°C tém a sua
germinacdo inibida e temperaturas entre 19°C e 25°C induzem a germinacdo de
quase 100% no tempo de 24 horas. Neste estudo, observou-se mais de 80% de
germinacdo para a maioria dos isolados, depois de 24 horas, mantidos a uma
temperatura de 25°C. Ap6s 48 horas, esses indices chegaram a mais de 90%,
para todos os isolados de C. coccodes.

Estudos anteriores, feitos com C. coccodes in vitro, também mostraram
que a luz influencia na esporulacdo de diversos isolados dessa espécie. Estes
esporulavam mais quando mantidos sob regime de luz permanente e, mesmo
produzindo microesclerécios em luz negra, a presenca de conidios ndo era

observada (Barksdale, 1967).
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Resultados obtidos neste experimento mostram o quanto isolados de
C. coccodes podem se adaptar a diversas temperaturas, tanto aquelas
encontradas para o armazenamento de tubérculos, como aquelas para a producio
de solanidceas em campo. A ampla faixa de adaptabilidade dessa espécie explica
sua ocorréncia nas mais variadas condi¢cdes ambientais, causando doencas em

paises de clima temperado e tropical.
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7 CONCLUSOES

Colletotrichum coccodes cresce e esporula em meio MA 2% e
V-8, satisfatoriamente.

Os isolados, de maneira geral, apresentam uniformidade quanto ao
tamanho de conidios, presenca de microesclercios, formato e
pigmenta¢do dos mesmos.

A presenca abundante de microesclerdcios e setas formadas por isolados
de C. coccodes, aliada a conidios que t€ém formato reto fusiforme, muito
caracteristicos, torna inequivoca a sua distin¢do de outras espécies como
C. gloeosporioides, C. acutatum e C. lindemuthianum.

Os conidios de C. coccodes requerem, aproximadamente, 24 horas para
que apresentem indices de germinagdo superiores a 70%.

Os isolados de C. coccodes apresentam ponto maximo de crescimento
micelial muito uniforme, entre temperaturas de 20,6°C e 21,2°C.

Os isolados de C. coccodes apresentam uniformidade quanto a

agressividade em frutos de tomate feridos.
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CAPITULO 3

PATOGENICIDADE DE Colletotrichum coccodes EM FRUTOS DE
TOMATE
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1 RESUMO

COSTA, M.H.D. Patogenicidade de Colletotrichum coccodes em frutos de
tomate In: . Morfologia e patogenicidade de Colletotrichum coccodes em
frutos de tomate e plantas de batata. 2006. Cap. 3. p. 41-58. Dissertacdo
(Mestrado em Fitopatologia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras.

A antracnose, no tomateiro, pode ser causada por vdrias espécies do
género  Colletotrichum. Como  importante  fitopatégeno, destaca-se
Colletotrichum coccodes (Wallr.) S.J. Hughes. Esse fungo é de importancia
crescente nos campos de producdo da Europa, Estados Unidos, Canadd e
Austrélia. No Brasil, no entanto, essa espécie é apenas registrada em catdlogos e
ndo hd maiores informacgdes sobre sua distribuicdo em territério nacional.
Baseado na hipétese de que C. coccodes € agente etiologico da antracnose em
frutos de tomate e que a temperatura é um fator limitante para o
desenvolvimento dessas doengas, fez-se o estudo do progresso da antracnose em
diferentes condi¢des de temperatura (10°C, 15°C, 20°C, 25°C e 30°C) e métodos
de inoculacdo em frutos maduros de tomate. Os isolados CML 69, CML 71 e
CML 302, usados neste estudo, foram selecionados em bioensaio anterior. A
inoculag¢do foi realizada por meio de deposi¢do de discos de dgar contendo
estruturas do patégeno sobre a superficie de frutos feridos e ndo feridos,
acondicionados em bandejas que foram levadas a cAmaras de crescimento sob as
diferentes temperaturas. A temperatura influenciou significativamente (P=0,05)
no desenvolvimento de lesdes em frutos de tomateiro. Foram constatadas
diferencas significativas nos valores de severidade da doenga entre os isolados
para as diferentes temperaturas. Os isolados apresentaram ponto de maximo
desenvolvimento da doenga em temperaturas diferentes, variando entre 21,4°C a
30°C. Essa observagdo sugere que o patdégeno tenha uma ampla faixa de
adaptabilidade. Frutos ndo feridos e inoculados nao desenvolveram a doenga,
mostrando que essa espécie necessita de uma injdria para que possa se instalar e
causar danos.

* Comité de orientacdo: Ludwig H. Pfenning — UFLA (Professor orientador)
Edson Ampélio Pozza — UFLA (Co-orientador).
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2 ABSTRACT

COSTA, M.H.D. Pathogenicity of Colletotrichum coccodes in fruits of tomato.
In: . Morphology and pathogenicity of Colletotrichum coccodes in fruits
of tomato and plants of potato. 2006. Chapter 3. p. 40-58. Dissertation (Master
in Agronomy/Plant Pathology) - Universidade Federal de Lavras, Lavras.

Anthracnose of tomato can be caused by several species of Colletotrichum.
Among them, Colletotrichum coccodes (Wallr.) S.J. Hughes is considered an
important plant pathogen of growing interest in Europe, United States, Canada
and Australia. In Brazil, however, this species is reported in plant disease
indexes with insufficient documentation of both, the fungus and disease
occurrence. We formulated the hypothesis that C. coccodes is an etiologic agent
of disease in tomato fruits, and that the temperature is a limiting factor in the
disease development. The progress of the anthracnose was evaluated under
laboratory conditions at 10, 15, 20, 25 e 30 °C using two different inoculation
methods, with and without wounding. Isolates CML 69, CML 71 and CML 302,
were selected from a previous trial mentioned in the preceding chapter. Agar
plugs containing fungal structures were placed on the surface of wounded and
unwounded tomato fruits. After the inoculation, fruits were maintained in trays
inside a growth chamber at the above mentioned temperatures. The development
of lesions on tomato fruits was influenced by temperature (P<0.05). Significant
statistical differences in disease severity were observed within both isolates and
temperatures. The maximum lesion size was observed between 21.4°C and
30°C. This observation indicates that the pathogen is well adapted to changes in
temperature. Otherwise, this fungus cannot penetrate directly the fruit tissue
since no lesion was observed on unwounded fruits. Thus, the fungus needs an
opened site to penetrate and colonize the inner part of the fruit.

* Advising Committee: Ludwig H. Pfenning — UFLA (Adviser)
Edson Ampélio Pozza — UFLA (Co-adviser).
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3INTRODUCAO

Embora a antracnose no tomateiro possa ser causada por varias espécies
do género Colletotrichum, destacam-se, como principais responsdveis por esse
sintoma, as espécies Colletotrichum coccodes e C. gloeosporioides. A distin¢do
e a identificacdo corretas dessas espécies sdo relevantes, pois influenciam no
tipo de prética a ser adotada para prevencdo ou controle da doenca, visto que
espécies desse género podem ter comportamentos distintos, mesmo sob
condi¢des similares de cultivo ou armazenamento. Dentre estas espécies,
Colletotrichum coccodes (Wallr.) S.J. Hughes mostra-se bastante expressivo,
visto que relatos sobre o seu aparecimento e danos provocados vém aumentando
em diversos paises, causando problemas em culturas, principalmente da familia
das solandceas (Fagbola & Abang, 2004; Cullen et al., 2002; Tsror & Johnson,
2000; Andrivon et al., 1998; Dillard, 1988; Hornby, 1968).

C. coccodes é considerado um patdgeno de solo e estd distribuido em
vérias dreas de producdo dessas solandceas por todo o mundo (Johnson &
Miliczky, 1993). Os prejuizos causados por este patdgeno resultam tanto na
reducdo direta da qualidade e quantidade do fruto de tomate como no aumento
dos custos de producdo e na fase de pds-colheita.

Os sintomas da doenga causada por C. coccodes variam de acordo com
os Orgdos infectados, planta hospedeira, época de infeccdo e condic¢des
ambientais favordveis ao desenvolvimento da doengca. Em tomateiro, os
sintomas nos frutos sdo conhecidos como antracnose. O patégeno pode infectar
tomates verdes e maduros, sendo possivel acontecer infec¢do latente em frutos
armazenados sob baixa temperatura. Em frutos maduros, a infec¢do por esse

fungo resulta numa lesdo circular, deprimida, com escurecimento central
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(Dillard, 1989; Tu, 1980). Com o desenvolvimento da antracnose, formam-se
acérvulos nas camadas externas do tecido do hospedeiro os quais produzem
conidios que s@o envolvidos por um material mucilaginoso e imido, composto
de glicoproteinas, polissacarideos e enzimas (invertase, poligaracturonase,
celulase e pectinaliase). O aumento da antracnose no tomate esta freqiientemente
associado a alta pluviosidade durante a fase de crescimento da planta. Irrigacio
excessiva também pode contribuir para o aumento da incidéncia e severidade da
antracnose do tomate (Barksdale, 1967).

Conforme estudos realizados por pesquisadores de diversos paises,
variaveis, como temperatura, periodo de molhamento, horas de exposi¢ao a luz,
tipo de hospedeiro e sobrevivéncia do patdgeno em restos culturais e em solo
sob forma de estruturas de resisténcia, interferem na incidéncia e na severidade
da doenca causada por C. coccodes (Less & Hilton, 2003; Nitzan et al., 2002;
Dillard, 1988; Andrivon et al., 1998; Dillard & Cobb, 1998; Andrivon et al.,
1997; Sanogo et al., 1997; Johnson & Miliezky, 1993; Dillard, 1989; Davis et
al., 1988; Barksdale, 1967; Chesters & Hornby, 1965; Fulton, 1948; Colquhoun,
1941).

No Brasil, a importancia da realizacdo de estudos sobre o patossistema
C. cocccodes x tomateiro se justifica na medida em que existem apenas registros
em catdlogos (Kurozawa, & Pavan, 2005; Lopez, 2001; Mendes et al., 1998;
Siqueira et al., 1985; Reifschneider et al., 1983). Entretanto, ndo ha informagdes
sobre morfologia, patogenicidade e variabilidade genética das populagdes.
Portanto, este trabalho teve como objetivo avaliar o progresso da doenca em

frutos de tomate, em diferentes temperaturas e métodos de inoculagdo no Brasil.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local e realizacio do experimento

O estudo da epidemiologia da antracnose causada por C. coccodes em
frutos de tomate, sob diferentes temperaturas, foi realizado no Laboratério de
Sistematica e Ecologia de Fungos do DFP/Universidade Federal de Lavras, MG,

durante os meses de maio e junho de 2004.

4.2 Preparo do inéculo

Placas de petri com meio V-8 foram usadas para produzir o inéculo de
C. coccodes. Essas foram mantidas por 8 dias e incubadas a 25+2°C, sob regime

de luz negra.

4.3 Obtencao dos frutos e métodos de inoculacio

Frutos de tomateiro da cultivar Santa Clara, produzidos em sistema
orgdnico, no estidio de maturacdo vermelho, foram desinfestados
superficialmente pela imersdo em alcool 50% por 1 minuto e NaClO 0,05% por
1 minuto. Em cada fruto, foram marcados dois pontos eqiiidistantes na regio
equatorial, onde foram efetuados ferimentos de aproximadamente trés
milimetros de profundidade. Frutos de tomate foram aclimatados a temperaturas
de 10°C, 15°C, 20°C, 25°C e 30°C, durante 5 horas em incubadora do tipo BOD
antes da inoculagdo. Em seguida, esses frutos foram retirados da BOD e
inoculados com isolados de C. coccodes, previamente selecionados no bioensaio

(CML69, CML 71 e CML 302), por meio da deposi¢do de disco de dgar com
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micélio do patégeno (3mm) em frutos com e sem ferimento. Apds esta
inoculagdo, os frutos foram mantidos em cdmara dmida por 24 horas e
incubados nas mesmas temperaturas ji mencionadas, durante todo o periodo de
avaliagdo. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial (3 x 5 x 2) + testemunha adicional, representando trés isolados
de C. coccodes, cinco temperaturas e duas formas de inoculagdo mais 2
testemunhas inoculadas com dgua em frutos com e sem ferimento, com 4
repeti¢des, sendo cada repeti¢do constituida pela média das observagdes de dois

frutos.

4.4 Avaliacao

A avaliacdo do progresso da doenca foi realizada apds 7 dias, por meio
da medi¢do do didmetro médio de cada lesdo. Como apenas os frutos inoculados
com ferimento desenvolveram sintomas, a andalise estatistica levou em
consideragdo apenas os tratamentos com frutos feridos.

Os dados foram submetidos a andlise estatistica utilizando-se o
procedimento GLM do sistema estatistico SAS® (SAS Institute, 1992). Nas
analises de variancias, foram determinados os efeitos dos isolados de C.
coccodes, das cinco temperaturas testadas, da interacdo entre isolados e
temperatura e dos contrastes de interesse. Os testes de comparagdes de médias,
quando necessdrios, foram realizados pelo teste de Tukey (P < 0,05). As
comparagdes entre o tratamento controle (testemunha) e os outros tratamentos
originados das combinagdes entre isolados e temperaturas foram realizadas
utilizando-se o teste de Dunnet (P < 0,05). No caso da temperatura, modelos de

regressdo lineares e quadriticos foram ajustados para avaliagdo do ponto de

maxima severidade da doenca.
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S RESULTADOS

5.1 Influéncia da temperatura na incidéncia e desenvolvimento de lesoes

Frutos nao feridos e inoculados com isolados de C. coccodes ndo
apresentaram incidéncia de podriddo nas cinco temperaturas testadas, por esse
motivo, a andlise estatistica apresenta apenas dados de frutos inoculados com
ferimento.

Frutos feridos e inoculados com isolados de C. coccodes desenvolveram
sintomas tipicos da antracnose, os quais ndo foram observados nos tratamentos
em que ndo havia a inoculagdo (Figura 1).

De acordo com o teste de Dunnet, os frutos com ferimentos, inoculados
apenas com dgua, sé nio diferiram dos tratamentos com frutos inoculados e
submetidos a temperatura de 10°C. Para os demais tratamentos, essa diferenca
foi significativa, a 5% e 1% de probabilidade (Tabela 1).

A temperatura influenciou  significativamente  (P=0,05) o
desenvolvimento de lesdes em frutos de tomateiro causadas por isolados de
C. coccodes (Figura 2). Foram constatadas diferencas significativas nos valores
de severidade da doenga entre os isolados para as diferentes temperaturas, bem
como verificada a interacdo significativa entre fungos e temperaturas

(Tabela 2A).
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FIGURA 1: Teste de patogenicidade em frutos de tomate. A: Fruto ferido e
inoculado com C. coccodes; B: fruto ferido e ndo inoculado.

TABELA 1: Comparagdes entre o tratamento controle e os outros tratamentos
originados das combinacdes entre isolados e temperaturas
realizados pelo teste de Dunnet (P < 0,05).

Tratamentos Teste de Dunnet
(P<0,05)
CMLG69 - 10 °C 0,20 ™
CMLG69 - 15 °C 0,87*
CML69 - 20 °C 2,09*
CMLG69 -25 °C 1,03
CML 69 - 30 °C 0,94
CML 71 -10°C 0,00™
CML 71 - 15 °C 1,70%*
CML 71 -20 °C 1,79%*
CML 71 -25°C 2,33%
CML 71 - 30 °C 2,10%*
CML 302 - 10 °C 0,10™
CML 302 - 15 °C 1,19%
CML 302 -20 °C 1,55%*
CML 302 - 25 °C 1,74*
CML 302 - 30 °C 2,54%

* Houve diferenca estatistica entre os tratamentos, a 5% de probabilidade
™ — Nio houve diferenga estatistica entre o tratamento ¢ a testemunha.
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Comparacdo de médias feitas pelo Programa GENES evidencia que,
com excecdo da temperatura de 10°C, os isolados comportaram-se
diferentemente, apresentando pontos de miximo desenvolvimento das lesdes
distintos, sob cada temperatura estudada, de acordo com o teste de Tukey, a 5%
de significincia (Tabela 2).

O teste de patogenicidade implicou em diferentes valores para os pontos
de méaxima severidade da doenca, sendo de 24,84°C, 21,46°C e 30°C para os
respectivos isolados CML 69, CML 71 e CML 302 (Figura 2).

TABELA 2: Comparagao de médias das lesdes de frutos de tomate feridos e
inoculados com isolados de Colletotrichum coccodes.

Temperaturas
Isolados 10 15 20 25 30
CML 69 0,20 a 0,87b 2,09 a 1,03 ¢ 0,94 b
CML 71 0,10 a 1,70 a 1,79 ab 2,33 a 2,10 a
CML 302 0,00 a 1,19b 1,55b 1,74 b 2,54 a

CV = 9.35

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5%
de probabilidade — Média de quatro repeti¢des.
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FIGURA 2: Influéncia da temperatura na severidade de podriddo em frutos de

tomateiro (Solanum esculentum), causada por isolados de
C. coccodes.
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6 DISCUSSAO

Os resultados do estudo de patogenicidade demonstraram que a
temperatura influencia significativamente na infec¢do e no desenvolvimento de
lesdes em frutos pds-colheita de tomateiro causadas por isolados de C. coccodes.

A influéncia da temperatura na esporulacio e a patogenicidade em frutos
de tomate injuriados foram observadas para 29 isolados de C. coccodes que se
mostraram patogénicos a esses frutos, principalmente quando estes eram
expostos a intensidades maiores de luz, pois esta favorecia uma maior
esporulacdo do fungo (Barksdale, 1967).

A inoculag@o de um tnico isolado de C. coccodes em frutos de tomate
mostrou que o maximo desenvolvimento da les@o era observado na temperatura
de 28°C e que, em temperaturas abaixo de 7°C ndo havia o desenvolvimento de
lesdes, assim como sob aquelas acima de 28°C, decresciam significativamente
(Dillard, 1989). Testes de patogenicidade em frutos de tomate também foram
feitos por Fulton (1948) que, inoculando C. phomoides em frutos maduros,
observou que o melhor desenvolvimento de lesGes acontecia na temperatura de
27°C. Este valor se enquadra dentro da variagdo entre os valores de maxima
severidade da doenca para os diferentes isolados aqui testados.

Outro experimento realizado com frutos de tomate e pimentdo, com e
sem ferimentos, inoculados com isolados de C. coccodes, mostrou que apenas 0s
frutos que eram submetidos a inoculagdo com ferimento apresentavam lesdes
tipicas de antracnose (Costa et al., 2005).

A influéncia da temperatura também pdde ser verificada em
experimentos conduzidos com frutos de tomate inoculados com Fusarium
verticillioides, Geotrichum candidum e Rhizopus stolonifer. Todos esses

patégenos manifestaram podridao em frutos de tomate e tiveram seus pontos de
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méxima severidade da doenca na temperatura de 25°C (Silveira et al., 2001).
Essa temperatura ja ¢ bem conhecida como favordvel ao desenvolvimento de
lesdes, uma vez que a maioria dos fungos fitopatogé€nicos cresce e esporula com
facilidade nessa faixa.

Resultados de testes de patogenicidade em frutos de tomate mostraram
que os sintomas sido observados mesmo quando frutos ainda estdo em fase de
desenvolvimento no campo. Plantas de tomate introduzidas em solo
naturalmente infestado, em condi¢des de atmosfera controlada, desenvolveram
sintomas de antracnose em frutos, embora, nas parcelas onde ndo ocorreu chuva,
os sintomas ndo tenham sido observados, pois, conidios de C. coccodes
necessitam de dgua para iniciar o processo de germinagdo e infeccio (Sanogo et
al., 1997).

Injdrias sdo pré-requisitos para que o patdgeno se estabeleca em frutos
de tomate e possa causar lesdes de antracnose. Nesse experimento, frutos nio
feridos, em qualquer temperatura testada, ndo manifestaram sintomas da doenga
quando inoculados com isolados de C. coccodes. Ao contrario do observado em
experimento anterior, em que C. phomoides, sinbnimo de C. coccodes, nao
precisava de injlrias para iniciar o processo de infeccdo de frutos de tomate
(Fulton, 1948).

Além de frutos de tomate, tanto em campo como na fase pds-colheita,
C. coccodes também infecta e € responsavel por sintomas como “black dot” nas
raizes do tomateiro, murchas e tombamento de plantas. Isso foi observado em
experimento realizado nos Estados Unidos, quando a presenga de
C. coccodes em raizes de plantas de tomateiro, plantadas em solo naturalmente
infestado, foi constatada aos 30 e 37 dias ap6s o plantio, periodo esse que
corresponde a abertura das flores. A podriddao foi severa na pds-colheita,

havendo produc@o abundante de microesclerécios em raizes. C. coccodes foi
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isolado de 38% e 44% dos segmentos das raizes nos anos de 1993 e 1994,
respectivamente (Dillard & Cobb, 1997).

Como o Brasil é um pais com extensdo continental, apresentando as
mais diversas condi¢des climdticas nas regides produtoras de tomate, fica
evidenciado o potencial que este fitopatégeno apresenta para os produtores dessa
hortalica. A habilidade que isolados de C. coccodes apresentam em incitar
antracnoses em frutos pés-colheita de tomate, mostrando pontos 6timos de
desenvolvimento da doenga variando em até 10°C, sugere que populagdes desse
patégeno t€m uma alta variabilidade genética. Isso é preocupante na medida em
que fica claro o seu potencial de adaptar-se a diferentes temperaturas.

Praticas de manejo que envolvam o controle das varidveis, tais como
evitar ferimentos nos frutos durante a colheita, transporte e armazenamento, e
utilizar caixas novas ou eficientemente desinfestadas, constituem medidas
importantes para reduzir o ndmero de propdgulos vidveis dos patdgenos

causadores de podriddes no ambiente de pds-colheita.
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7 CONCLUSOES

Colletotrichum coccodes causa antracnoses em frutos de tomate
maduros, quando feridos.

A temperatura influencia significativamente o desenvolvimento de
antracnose causada por C. coccodes em frutos de tomate.

Os isolados de C. coccodes apresentaram diferentes temperaturas 6timas
para o desenvolvimento de antracnose, mostrando alta adaptabilidade

para esse fator.
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CAPITULO 4

PROGRESSO DE “BLACK DOT” EM PLANTAS DE BATATA

(Solanum tuberosum)
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1 RESUMO

COSTA, M.H.D. Progresso de “black dot” em plantas de batata
(Solanum  tuberosum) In: . Morfologia e patogenicidade de
Colletotrichum coccodes em frutos de tomate e plantas de batata. 2006.
Cap. 4. p. 59-81. Dissertagdo (Mestrado em Fitopatologia)-Universidade Federal
de Lavras, Lavras.

Colletotrichum coccodes (Wallr.) S.J. Hughes é um patégeno da batata
que infecta todos os seus 6rgdos. O objetivo deste trabalho foi estudar o
progresso temporal do “black dot” em plantas de batata, utilizando trés isolados
do patégeno. O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, com 5
repeti¢cdes por avaliagdo. Mudas com 20 dias de idade tiveram suas raizes
imersas em uma suspensio de conidios de 1 x 10° conidios/mL, por 20
segundos. Apds a transferéncia das plantas para vasos contendo solo
autoclavado, os mesmos foram acondicionados em casa de vegetagdo.
Avaliagdes foram feitas semanalmente a partir do sétimo dia, medindo-se a
altura da planta, o comprimento de raiz e de tubérculo e observando-se o
aparecimento de sintomas. O patdgeno foi re-isolado das partes avaliadas a cada
avaliagdo, que se estendeu por 12 semanas. Os sinais do patégeno e o re-
isolamento dos isolados foram possiveis a partir dos 14 dias para os trés isolados
testados. As plantas testemunhas nio apresentaram sinais ou sintomas da doenga
em nenhuma das avaliagdes. As varidveis quantitativas em influéncia mitua com
o fator tempo tiveram interacdo significativa de acordo com o teste de F
(0,05%). No geral, os isolados CML 69 e CML 71 foram os mais agressivos. Os
tubérculos ndo s6 apresentaram reducdo da qualidade visual como tiveram seu
peso reduzido. As raizes foram as primeiras a manifestar sintomas da doenca,
possivelmente por representarem o local inicial da infeccdo. Plantas inoculadas
com o isolado CML 69 tiveram o menor crescimento radicular, bem como
perderam suas raizes nas ultimas semanas do ensaio por podriddo. Plantas
testemunhas diferiram dos demais tratamentos a partir da quarta semana. A
reproducdo de sinais e sintomas da doenca em plantas de batata mostra que C.
coccodes pode infectar e causar “black dot”, sob condi¢des brasileiras.

* Comité de orienta¢do: Ludwig H. Pfenning — UFLA (Professor orientador)
Edson Ampélio Pozza — UFLA (Co-orientador).
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2 ABSTRACT

COSTA, M.H.D. Progress of black dot in potato plants (Solanum tuberosum).
In: . Morphology and pathogenicity of Colletotrichum coccodes in fruits
of tomato and plants of potato. 2006. Chapter 4. p. 58-81. Dissertation (Master
in Agronomy/Plant Pathology) - Universidade Federal de Lavras, Lavras.

Colletotrichum coccodes (Wallr.) S.J. Hughes is a versatile potato
pathogen since it can infect all plant organs. The objective of the present work
was to assess the temporal progress of black dot in potato plants using three
isolates of C. coccodes. The experimental design used was random blocks with
five replicates. Plantlets 20 days old had their roots immersed in a spore
suspension, 10° conidia . mL™", during 20 seconds. Plants were then transferred
to pots with autoclaved soil and maintained in greenhouse conditions. Plants
were evaluated weekly starting from the seventh day after inoculation regarding
plant height, root and tuber length, as well as typical disease symptom
development. The pathogen was recovered from the plant sites evaluated during
the entire assessment period of 12 weeks, with typical structures of C. coccodes
starting to appear from plant tissues 14 days after the inoculation of the fungus.
The three tested isolates were recovered. Non inoculated control plants did not
develop symptoms nor re-isolations of the fungus was possible during the entire
evaluation period. Quantitative variables in mutual influence with the time had
significant interaction in the F test (0.05 %). Generally, the isolates CML 69 and
CML 71 were the most virulent. Tubers of diseased plants had their weight and
visual quality reduced. The roots were the first plant part to present symptoms,
attributed to the fact that they were the initial site of infection. Plants inoculated
with isolate CML 69 had a smaller root length when compared with plants
inoculated with the other isolates. These plants had root rot at the end of the
evaluation period. Control plants began to present significant statistical
differences, in comparison with the inoculated plants, for the variables analyzed
after the fourth week of evaluation. The reproduction of symptoms of black dot
in potato plants under controlled conditions shows that C. coccodes has the
potential to infect and to cause losses in field conditions of Brazil.

* Advising Committee: Ludwig H. Pfenning — UFLA (Adviser)
Edson Ampélio Pozza — UFLA (Co-adviser).

61



3INTRODUCAO

A espécie Solanum tuberosum ssp. tuberosum, cultivada no mundo
inteiro, teve como centro de origem a vizinhanca do lago Titicaca, préximo a
atual fronteira entre o Peru e a Bolivia. Essa cultura, com o tempo, foi
disseminada pela maioria das regides tropicais e subtropicais do planeta,
tornando-se a base da alimentacdo de muitos povos. Atualmente, a batata é
considerada a quarta fonte de alimentacdo da humanidade, logo apés o arroz, o
trigo e o milho (Filgueira, 2003).

Com o aumento da produgdo e do consumo da batata, diversos
problemas de natureza bidtica surgiram, dentre esses, as doencgas que culminam
em perdas causadas em campos e na pds-colheita. Esse trabalho destaca “black
dot”, doenca caracterizada pela produgdo abundante de microesclerdcios pretos
que se desenvolvem em tubérculos, estoldes, raizes e no caule de plantas de
batata (Stevenson et al., 2001).

“Black dot” em plantas de batata é causado por Colletotrichum coccodes
(Wallr.) Hughes (Fagbola & Abang, 2004) e foi considerada uma doenca
secunddria até meados de 1990, quando sugiram relatos de sua ocorréncia na
Africa do Sul, Franca e Israel e de impacto econdmico crescente causado por
perdas na produgado (Nitzan et al., 2002).

O fungo pode ser observado em diversos paises, causando problemas em
culturas principalmente da familia Solanaceae. Em batata, foi relatado nos
Estados Unidos, Chile, Europa, Austrilia, Sul da Africa, India e Israel e em
tomate nos Estados Unidos, Canad4 e alguns paises da Europa, como a Franga
(Thirumalachar, 1967; Stevenson et al., 1976; 2001; Barkdoll & Davis 1992;
Johnson, 1994; Andrivon et al., 1998).
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A doencga € bem caracterizada por diversos sinais e sintomas, dentre eles
o desenvolvimento abundante de microesclerdcios pretos na superficie de 6rgaos
subterrdneos de plantas de batata, principalmente quando esses entram em
estdgio de senescéncia, o amarelecimento da parte aérea, podriddo de raizes e,
eventualmente, morte prematura da planta. O inéculo inicial do fungo pode estar
no solo, em batatas semente e em partes subterrineas e aéreas das plantas
(Tsror & Johnson, 2000).

No Brasil, C. coccodes ocorre em campos de batata, tomate e pimentao,
causando sintomas em raiz, tubérculos, folhas, frutos e caules. Esse fungo ndo é
citado na literatura brasileira, até o momento, como um patégeno de grande
importincia econdmica. Entretanto, devido aos numerosos registros da doenga
em vdrias partes do mundo, € considerado imperativo o estudo do patossistema
no Brasil. A doenca deve ser monitorada com grande ateng@o.

O presente estudo teve como objetivo avaliar o progresso temporal de
“black dot” em plantas de batata, reproduzir e identificar os sintomas e estudar o

comportamento dos isolados em condicdes brasileiras.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Isolados e obtencao do inéculo

Culturas puras de C. coccodes, isolados CML 69, CML 71 e CML 302,
foram mantidas, por 8 dias, em meio V-8. Em seguida, 10mL de dgua destilada e
autoclavada foram adicionados nas placas e a suspensdo filtrada com o auxilio
de gaze dupla. A contagem dos conidios foi feita em cdmara de Newbauer, para

ajuste da concentracdo em 1 x 10° conidios/mL.

4.2 Obtencao das mudas

Plantas de batata, cultivar Monalisa, foram obtidas por cultura de tecido
no Laboratério de Cultura de Tecidos do Departamento de Fitotecnia da UFLA.
Essas foram aclimatadas até que suas raizes estivessem bem desenvolvidas, com

aproximadamente 20 dias de idade.

4.3 Inoculacao das plantas

As mudas tiveram suas raizes imersas em suspencao de conidios por 20
segundos e transferidas para vasos contendo solo autoclavado. Plantas com
raizes imersas em dgua estéril e autoclavada foram usadas como testemunhas. A
avaliagdo foi feita por 12 semanas consecutivas. Cinco plantas por tratamento
foram avaliadas semanalmente, sendo a andlise destrutiva iniciada sete dias apds
a inoculacdo. Foram registradas as alturas das plantas, o comprimento da maior
raiz e o comprimento do tubérculo, incidéncia e observacdo de sintomas em

diferentes partes da planta e re-isolamento do fungo. O delineamento
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experimental foi em blocos ao acaso, em esquema fatorial de 4 x 12, com trés
1solados mais uma testemunha e 12 o nimero de semanas de avaliagdes, com 5
repeti¢cdes. As plantas foram mantidas, durante todo o experimento, entre os
meses de maio a julho, em casa de vegetagdo, com temperaturas médias de
maxima e minima de 15°C e 35°C, medidas com auxilio de um termOometro,

respectivamente.

4.4 Avaliacao

Foram realizados trés tipos de avaliacdo: avaliagdo destrutiva das
plantas, em que foram medidos altura das plantas, comprimento da maior raiz e
comprimento do maior tubérculo; visualizacdo dos sintomas ou sinais do
patégeno nas raizes, caules e tubérculos e confirmacdo dos postulados de Koch
pelo re-isolamento do patégeno das raizes, caules e tubérculos. Para essa tltima
etapa, fragmentos escolhidos ao acaso desses 6rgdos foram desinfestados por
imersdo em alcool 50% por 1 minuto e NaCLO 0,05% por 1 minuto, enxaguados
em 4gua esterilizada e, em seguida, plaqueados em meio MA 2% e mantidos em

temperatura ambiente de + 22°C por, aproximadamente, 8 dias.

4.4 Analise de dados

Os dados referentes a altura da planta, comprimento de raiz e
comprimento do tubérculo foram submetidos a andlise de varidncia, com auxilio
do programa SISVAR e as médias de cada uma dessas varidveis comparadas
pelo teste de Tukey. Modelos de regressdes para essas varidveis foram criados

quando as interacdes entre isolado x tempo eram significativas.

65



S RESULTADOS

5.1 Avaliacao visual dos sinais ou sintomas da doenca e re-isolamento de

C. coccodes

Os sintomas do patégeno foram observados aos 14, 28 e 35 dias apds a
inoculagdo em raizes, caules e tubérculos, respectivamente, exceto os isolados
CML 71 e CML 302, que apresentaram esses sinais nos tubérculos somente apds
49 dias. Em nenhuma das avaliacdes as plantas testemunhas apresentaram sinais
ou sintomas da doenga (Tabela 1). Microesclerécios foram produzidos em
abundancia nas raizes, caracteristica tipica de “black dot”, causando podriddo na
maioria das vezes (Figura 1 - B). Caules e tubérculos ndo foram afetados por
podriddo; somente houve producdo intensa dos microesclerdcios e redugdo do
tamanho dos tubérculos para aquelas plantas inoculadas com C. coccodes
(Figura 1 — D e F). O re-isolamento do fungo foi possivel, a partir dos 7 dias,
para raizes e tubérculos de todos os isolados e, aos 14 e 21 dias, para o caule dos
1solados CML 71 e CML 302, respectivamente. C. coccodes ndo foi isolado de

nenhuma das partes das plantas testemunhas, como se esperava (Tabela 2).
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TABELA 1: Sintomas de “black dot” em plantas de batata.

Dias apos Tratamentos
a CML 69 CML 71 CML 302 Testemunha

inoculagio ST SR SC ST SR SC ST SR SC ST SR SC
7 -
14 -
21
28
35
42
49
56
63
70
77
84

ST - sintoma no tubérculo; SR - sintoma na raiz; SC - sintoma no caule
(+) sintoma observado (-) sintoma nio observado

+ + + + +
+ 4+ o+
+ + + A+
+ + 4+ + 4+
+ 4+ o+
+ 4+ + o+
+ + 4+ + 4+
+ 4+ + o+
++ + A+
\
\
\

+
+

+

+
+

+

+

TABELA 2: Re-isolamento de Colletotrichum coccodes de plantas de batata
inoculadas.

Dias apos a Tratamentos
inoculaciao CML 69 CML 71 CML 302 Testemunha
RT RR RC RT RR RT RR RC RT RR RC

o)
@]

7
14
21
28
35
42
49
56
63
70
77
84

RT - re-isolamento do tubérculo; RR — re-isolamento da raiz; RC — re-isolamento
do caule; (+) fungo re-isolado (-) fungo nao re-isolado.

+ 4+ 4+ A+t
+ 4+ 4+ A+ A+t
+ 4+ A+ A+
+ 4+ A+t

++ 4+ + A+t
S T T e e e S

++ 4+ + A+t
+ 4+ 4+ + A+ 4
+ 4+ A+ A+
\
\
\

+
+
+
+
+
+
+
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5.2 Influéncia de C. coccodes sobre o comprimento de raizes, tubérculos e

altura de plantas de batata inoculadas.

O efeito da inoculacdo de C. coccodes sobre as varidveis quantitativas,
referentes a comprimento de raizes e tubérculos e altura de plantas de batata foi
significativo, assim como as interagcdes entre isolados e tempos de avaliagdo
(Tabela 3A, 4A e 5A). Os tubérculos ndo somente apresentaram perdas
qualitativas, devido a intensa producido de microesclerécios em sua superficie,
como tiveram seus comprimentos reduzidos pela inoculagdo de plantas com
C. coccodes. Essa reducdo ndo foi observada em plantas testemunhas, que
desenvolveram tubérculos sadios e maiores que os dos demais tratamentos
(Figura 1 - C). Essa diferenca s6 foi observada a partir da quarta semana de
avaliacdo (Tabela 3).

As raizes foram as primeiras a manifestar os sintomas da doencga,
possivelmente por representarem o local inicial da infeccdo. Embora
C. coccodes tenha sido re-isolado desde a primeira semana de avaliacdo, a
observacdo do sintoma pdde ser feita somente a partir dos 14 dias de inoculacio.
Plantas inoculadas com o isolado CML 69 tiveram o menor crescimento
radicular e perderam suas raizes nas ultimas semanas de avaliacdo, em
decorréncia de podriddes (Tabela 4). No geral, plantas testemunhas
apresentaram raizes maiores e mais abundantes que as demais plantas inoculadas
com C. coccodes (Figura 1 - A).

A altura das plantas foi influenciada pelos isolados testados. A partir da
quinta semana, foi possivel diferenciar os efeitos do patégeno sobre o
crescimento vegetativo de plantas de batata, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade (Tabela 5). Plantas testemunhas cresceram mais vigorosas,
atingiram médias de altura superiores e ndo desenvolveram sintomas de

amarelecimento na folhagem (Figura 1 - E).

68



CML69  CML71  CML 302

CML69 CML78  CML302

£%)
CMLG69 CML 71 CML 302

FIGURA 1: Estudo de “black dot” em plantas de batata. A: comprimento de
raiz; B: sintoma na raiz; C: comprimento dos tubérculos; D:
sintoma no tubérculo; E: altura de plantas; F: sintoma no caule.
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TABELA 3: Comprimento em centimetro dos tubérculos de plantas de batata
inoculadas com Colletotrichum coccodes

Dias apos a Tratamentos

inoculacio CML 69 CML 71 CML 302 Testemunha
7 1,0a 1,4a 14a 20a
14 1,4 a 1,8 a 1,8 a 24 a
21 20a 22a 2,8a 2,6a
28 2,4 ab 2,6 ab 2,2 a 34b
35 2,8a 2,8a 34a 32a
42 3,0a 4,0 ab 3,6a 4,8b
49 4.4 a 3,8a 4,2 a 5,6b
56 4,4 ab 34a 48b 6,0c
63 4,6 a 5,4 ab 4,8 a 6,2b
70 52b 4,0a 6,0b 7,2¢
77 50a 4,6 a 50a 7,8b
84 54a 4,6 a 54 a 8,8b

*Médias seguidas da mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P <0,05).

TABELA 4: Comprimento em centimetro das raizes de plantas de batata
inoculadas com Colletotrichum coccodes

Dias apés a Tratamentos

inoculacio CML 69 CML 71 CML 302 Testemunha
7 10,6 a 10,6 a 8,6a 11,0a
14 11,2a 11,0 a 114 a 13,0 a
21 11,6 a 10,4 a 10,0 a 12,2 a
28 8,6a 8,2a 92a 12,4b
35 9,8 ab 8,8a 10,8 ab 14,0b
42 11,2 a 10,0 a 11,6 a 13,8 a
49 10,0 a 8,0a 94 a 15,4b
56 12,8 ab 8,6a 14,8b 20,0 ¢
63 10,2 a 14,6 ab 15,6 b 20,8 ¢
70 3,8a 7,4 a 21,6 b 25,8 b
77 6,0a 18,8 b 17,6 b 29,4 ¢
84 1,4a 12,8 b 17,6 b 34,2 ¢

*Médias seguidas da mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P <0,05).
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TABELA 5:  Altura, em centimetro, das plantas de batata inoculadas com
Colletotrichum coccodes.

Dias apos a Tratamentos

inoculacio CML 69 CML 71 CML 302 Testemunha
7 74 a 6,8 a 8,6a 8,4 a
14 74 a 82a 8.4 a 9.8 a
21 11,2a 11,4a 11,8 a 12,6 a
28 10,6 a 10,2 a 10,2 a 12,0 a
35 13,4a 13,2a 16,2 a 20,8 b
42 13,8 a 154 a 19.8b 20,8 b
49 16,4 a 17,6 ab 21,0 be 220c¢
56 19,8 b 15,0a 20,0 bc 24,4 ¢
63 19,8 a 20,4 a 184 a 27,2b
70 20,2 a 21,0a 23,0a 28,0b
77 20,2 a 22,6 a 21,0 a 29,2 b
84 17,6 a 22,6 b 21,8 b 314c

*Médias seguidas da mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P <0,05).

As varidveis comprimento de raiz, comprimento de tubérculo e altura de
planta, em influéncia mitua com o fator tempo, tiveram interacdes
significativas, de acordo com a andlise de variincia feita para cada uma delas.
Para essa interacdo, modelos de regressdao quadriticos foram construidos
(Figuras 1, 2 e 3). Na anilise, observou-se que o R’ calculado para o
comprimento de raizes foi o menor, com valores de 0,7039; 0,353; 0,7453 para

os tratamentos CML 69, CML 71, CML 302, respectivamente.
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FIGURA 2: Altura de plantas de batata inoculadas com isolados de C. coccodes
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FIGURA 3: Comprimento da maior raiz de plantas de batata inoculadas com

isolados de C. coccodes
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FIGURA 4: Comprimento do maior tubérculos de plantas de batata inoculadas
com isolados de C. coccodes
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6 DISCUSSAO

O “black dot”, nos tubérculos de batata infectados por C. coccodes,
causa uma redu¢do na qualidade da casca, resultando na rejei¢do do produto por
parte do consumidor. A infec¢do pode também causar limitagdo na produgdo e
na perda de peso dos tubérculos no armazenamento (Andrivon et al., 1998).
Assim como foi observado neste estudo, as plantas de batata que ndo foram
inoculadas com isolados de C. coccodes tiveram os maiores comprimentos de
tubérculos e raizes diferindo significativamente dos demais tratamentos.

Todas as partes subterrdneas das plantas de batata foram susceptiveis a
infec¢do por C. coccodes. Esses resultados também foram observados por
pesquisadores da Franca (Glais et al., 2004; Andrivon et al., 1998), Reino Unido
(Less & Hilton, 2003), Estados Unidos (Raid & Pennypacker, 1987; Johnson et
al., 1997) e Israel (Tsror, 2004; Nitzan et al., 2002). Artigos anteriores sugerem
que raizes, estoldes, caules e tubérculos filhos foram colonizados pelo
crescimento interno de micélio, desenvolvido em batatas sementes infectadas,
pelo contato de partes sauddveis com fragmentos infectados (Andrivon et al.,
1998).

Estudos sobre a incidéncia de C. coccodes em batata-semente certificada
plantada no estado de Washington (EUA) evidenciaram transmissao para partes
dreas ainda livres desse patdgeno, por meio de tubérculos contaminados
(Johnson et al., 1997). A mesma constatacio foi feita por Tsror (Lahkim) et al.
(1999), quando observaram que a introducio de C. coccodes no solo se deu por
meio de batata-semente contaminada. Tubérculos contaminados podem levar a
uma infeccdo precoce da planta.

Embora, neste experimento, nido tenha sido verificado o peso dos

tubérculos, percebeu-se que esses tinham o seu tamanho reduzido para todas as
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plantas inoculadas com isolados de C. coccodes. Experimento anterior mostra
que tubérculos com mais de 60% de infec¢do, causada por C. coccodes,
perderam, em média, 10% de peso fresco apds 18 semanas de armazenamento,
enquanto tubérculos com 0% a 1% de infec¢do perderam somente 5%. Esse fato
se deve a danos na periderme, que levam ao aumento da permeabilidade da
casca. A redugdo no peso dos tubérculos podia ser observada logo que esses
eram colhidos (Hunger & Mcintyre, 1979).

A auséncia de sinais e sintomas nao significa que ndo haja infeccio das
plantas por C. coccodes, como foi constatado em vdirios experimentos
conduzidos no Reino Unido, em campos naturalmente ou artificialmente
infestados (Read & Pennypacker, 1987).

A inoculagdo artificial da folhagem da batata com C. coccodes foi
apresentada como causa de significantes perdas no campo no estado de
Washington, EUA. Em experimentos de campo nos anos de 1991, 1992 e 1993,
Johnson (1994) notou perdas de 7%, 12% e 11% no campo, respectivamente,
para a cultivar Russett Burbank. Em dois experimentos em casa de vegetacao,
as perdas foram de 32% e 19%, respectivamente. Tsror (Lahkim) et al. (1999)
observaram significantes redug¢des no campo de 22% a 30%, em cinco cultivares
plantadas sob inoculacdo artificial no solo.

Quando a batata semente infectada foi plantada em vasos mantidos em
casa de vegetacdo, sintomas iniciais foram observados nas raizes, caules e
estoldoes 2, 8 e 8 semanas apds o plantio, respectivamente (Andrivon et al.,
1998). Para os valores aqui observados, esse aparecimento foi visto na segunda,
quarta e quinta semanas, para as raizes, caules e tubérculos. Esse rapido
desenvolvimento de sintomas nas raizes tem levado a especulagdo de que esse
6rgdo supre o local inicial da infec¢do (Komm & Stevenson, 1978). Recentes
experimentos t€ém apontado que ambas as plantacdes de batata sementes, nao

inoculadas e plantadas em solos infestados e batatas-sementes infectadas
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plantadas em solo sem C.coccodes, em casa de vegetacdo, resultaram em uma
rapida infeccdo de todas as partes subterraneas das plantas (Komm & Stevenson,
1978; Tsror (Lahkim) & Johnson, 2000).

Além da contaminag@o pelo solo ou batata-semente, é possivel, ainda,
que esta possa ocorrer a partir da parte aérea, que pode, eventualmente, levar a
uma infec¢do do solo. Plantas inoculadas a partir de raizes desenvolveram os
sintomas do amarelecimento na parte aérea, a partir da sexta semana de
avaliagdo (Farley, 1976). Neste estudo, mesmo sendo observados alguns casos
de amarelecimento da folhagem, ndo foi possivel comprovar a transmissido do
mesmo para partes aéreas.

Trabalhos sobre infecc¢do foliar causada por C. coccodes (Andrivon et
al., 1997; Johnson, 1991; Mohan et al., 1992; Stevenson et al., 1976) mostraram
que este pode, também, ser classificado como um patégeno de parte aérea com
um potencial para causar infeccio foliar e se espalhar via conidios, em regides
dridas, especialmente quando ajudado pelo uso de irrigacdo por aspersdo e
ventos fortes.

Vale ressaltar que C. coccodes pode existir em niveis ndo detectaveis no
solo até o estabelecimento de um novo plantio, permitindo que este se
multiplique a niveis detectdveis. O fungo pode sobreviver no solo como
estrutura de resisténcia conhecida como microesclerécio, permanecendo vidvel
por muitos anos e mantendo a sua capacidade de germinar logo que haja
condi¢des adequadas e plantas hospedeiras suscetiveis (Dillard & Cobb, 1998).

Ainda ndo estdo claras quais as condi¢des ambientais que favorecem o
desenvolvimento da doenga. Entretanto, a extensiva distribuicdo geogréfica do
patégeno e da doenga sugere que a infeccdo no campo pode ocorrer sob um
amplo espectro de condi¢gdes (Less & Hilton, 2003). Nas condi¢des climaticas
do Brasil, C. coccodes foi capaz de infectar e causar danos em plantas de batata,

confirmando a sua posi¢do como um patégeno importante da bataticultura.
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7 CONCLUSOES

C. coccodes causa sintomas de “black dot” em plantas de batata sob
condicdes brasileiras.

Os danos causados por esse patégeno podem ser tanto qualitativos,
depreciando a parte externa dos tubérculos, como quantitativos, com a
redugdo do tamanho dos tubérculos.

Sintomas caracteristicos de “black dot” aparecem em todas as partes
subterrineas de plantas de batata.

O amarelecimento da folhagem foi observado principalmente em plantas
inoculadas com o isolado CML 69 que, nas ultimas semanas de
avaliacdo, tiveram o tamanho de suas raizes drasticamente reduzido por
causa da colonizagdo e infec¢cdo de C. coccodes.

C. coccodes deve ser monitorado com grande atencdo em todas as etapas

da producdo da batata, especificamente em batata semente.
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TABELA 1A:

Analise de varidncia dos dados referentes a indice de

velocidade de crescimento micelial (IVCM) de espécies de

Colletotrichum spp., sob diferentes temperaturas.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Isolado 7 10,31 1,47 148,52 0,000*
Temperatura 4 61,50 15,37 1549,38  0,000*
Isolado x temperatura 28 14,76 0,52 53,13 0,000*
Erro 160 1,58 0,01

Total 199 88,174

CV 9,35

Dados nao transformados

TABELA 2 A: Andlise de varidncia para a varidvel lesdo média da

antracnose,

em frutos de tomate feridos,

causada por

Colletotrichum coccodes, com testemunha adicional.

Fontes de variacao GL Quadrado ValordeF Pr>F
médio

Test. vs fatorial 1 6,82 104,39 <0,001*

Isolados 2 1,64 25,22 <0,001*

Temperatura 4 6,53 99,91 <0,001*

Isolado x temperatura 8 0,88 13,54 <0,001*

Residuos 48 3,13

Total 63

CV-= 20,216
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TABELA 3A: Anilise de variancia para a varidvel “comprimento” de tubérculo.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc¢
Isolado 3 100,68 33,56 70,13 0,00
Semana 11 557,78 50,70 105,97 0,00
Bloco 4 0,44 0,11 0,23 0,92
Isolado x 33 67,11 2,03 4,25 0,00
semana

Erro 188 89,9583 0,4785

Total 239 815,9833

CV(%) 17,70

TABELA 4A: Andlise de variancia para a varidvel “comprimento” de raiz.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Isolado 3 3075,96 1025,32 119,34 0,00
Semana 11 1641,60 149,23 17,37 0,00
Bloco 4 102,80 25,70 2,99 0,02
Isolado x 33 3787,03 114,75 13,35 0,00
semana

Erro 188 1615,19 8,5914

Total 239 10222,60

CV(%) 22,81

TABELA SA: Anélise de variancia para a varidvel “altura” de planta.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Isolado 3 1201,97 400,65 79,19 0,00
Semana 11 7508,64 682,60 134,93 0,00
Bloco 4 28,51 7,12 1,40 0,23
Isolado x 33 702,77 21,29 4,21 0,00
semana

Erro 188 951,08 5,0589

Total 239 10392,99

CV(%) 13,33
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