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RESUMO

A antracnose dos frutos das solanaceas, devida a Colletotrichum gloeosporioides, ocasiona
elevados prejuizos aos agricultores do Estado do Rio de Janeiro. O controle quimico tem-se
mostrado pouco eficiente, sob condic¢Bes climéticas propicias ao patégeno, que comumente
prevalecem nas regifes produtoras. Objetivou-se estudar a sensibilidade in vitro de isolados de
C. gloeosporioides, provenientes de pimentdo (Capsicum annuum), jilé (Solanum gilo) e berinjela
(Solanum melongena), em relacéo ao fungicida benomyl, um dos mais utilizados pelos agricultores
fluminenses contra o agente da antracnose. Culturas monosporicas de 34 isolados foram repicadas
para meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar) complementado com as concentracdes de zero
(controle), 1, 10, 100 e 1000 pug / mL de benomyl. As dilui¢6es do fungicida foram feitas em acetona
a 20% e sua adi¢do ao meio foi realizada antes da autoclavagem. Constatou-se variagao signifi-
cativa no crescimento micelial entre isolados e em fungéo da concentracéo do fungicida. A maioria
dos isolados de pimentéo apresentou crescimento micelial mais vagaroso do que aqueles obtidos
das outras espécies. Tal fato ocorreu com as concentragdes de zero, 1, 10, 100 pg / mL de benomyl.
Os isolados de jil6 e berinjela ndo diferiram entre si, mesmo na auséncia do fungicida, indicando
sua similaridade genética.

PALAVRAS-CHAVE: Antracnose, especificidade por hospedeiro, Capsicum annuum, Solanum gilo,
Solanum melongena.

ABSTRACT

INVITROSENSITIVITY TOBENOMYL OFCOLLETOTRICHUM GLOEOSPORIOIDESISOLATES
FROM SWEET PEPPER, GARDEN EGG AND EGGPLANT FRUITS. The anthracnose of solanaceous
fruits, caused by Colletotrichum gloeosporioides, is a very harmful fungal disease in the State of Rio de
Janeiro, Brazil. Chemical control with fungicides has not been efficient under climatic conditions
favorable to the pathogen. The present study had the purpose of evaluating in vitro sensitivity to
benomyl among isolates of C. gloeosporioides obtained from sweet pepper (Capsicum annuum),
garden egg (Solanum gilo), and eggplant (Solanum melongena). This fungicide is commonly
recommended to the growers against anthracnose. Monosporic cultures of 34 isolates were
transferred to Petri dishes of PDA (potato-dextrose-agar) complemented with 0 (control treatment),
1, 10, 100, and 1000 pg /7 mL of benomyl. The fungicide was diluted in 20% acetone and added to
the medium before autoclaving. A significant variation in mycelial growth was detected as related
totheisolate and to the fungicide concentration. Most of the isolates coming from sweet pepper fruits
had agrowth rate lower than the others. Isolates from garden egg and eggplantgroups did not differ
from each other even with any fungicide in the medium, thus indicating genetic similarity. The
slower mycelial growth of the pepper isolates was verified at 0, 1, 10, and 100 pg / mL of benomyl
concentration.

KEY WORDS: Anthracnose, host specificity, Capsicum annuum, Solanum gilo, Solanum melongena.
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INTRODUCAO

A antracnose, causada por Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc., € uma das prin-
cipaisdoengasdo pimentdo (CapsicumannuumL.),do
jilé (Solanum gilo Raddi) e da berinjela (Solanum
melongenaL.) no Estado doRiodeJaneiro. O patdgeno
se manifestaem plantas de qualquer idade, masénos
frutos que seus danos sdo mais expressivos, por meio
de lesdes necréticastendendoaformacircular, depri-
midas e de didmetro variavel (Kurozawa & Pavan,
1997). Esses sintomas, por vezes, aparecem apoés a
colheita,durante o transporte eacomercializacio dos
frutos, acarretando prejuizos ainda maiores.

Colletotrichum gloeosporioides € uma espécie bem
caracterizada, mediante parametros morfoldgicos, fi-
siolégicos e moleculares, abrangendo isolados obti-
dos de Stylosanthes spp. (BraiTHwaITE et al., 1990;
CHAKRABORTY et al., 1996), Citrus spp. (Livanace et al.,
1992; Brownetal., 1996), morangueiro (SmitH & BLACK,
1990; GUNNELL & GLUBLER, 1992; FREEMAN & RODRIGUEZ,
1995) e abacateiro (Hopson etal., 1993; FReemanetal.,
1996). Poroutrolado, estirpesdo patdgenoque incidem
sobre solanéceas ndo tém recebido a mesmaatencéo.

A aplicacéo de fungicidas é, hd muitos anos, o
maisdifundido método de controleaC. gloeosporioides
no Brasil (Roees & Viecas, 1978). Entretanto, os prin-
cipiosativos recomendadosndotémapresentadoalta
eficiéncia contra o agente causal da antracnose das
solanaceas cultivadas (FERNANDEs et al., 1991; JErrrIES
& KooMEN, 1992; PEREIRA, 1995).

Estudos mais recentes demonstraram que C.
gloeosporioides apresenta especializagdo patogénica
dentro da familia Solanaceae (Kurozawa & PAvAN,
1997; FErRNANDES, 1997). Parasubsidiar programas de
melhoramento visando a resisténcia genética, o co-
nhecimento davariabilidade dofungotorna-se impe-
rativo. Dentre os diversos atributos genéticos, asen-
sibilidade acompostos quimicostem sidoempregada
para caracterizacéo de isolados de Colletotrichum de
diferentes origens (SHasi et al., 1994; BernsTeIN et al.,
1995). BernsTEINet al. (1995), estudando 72 isolados de
Colletotrichum, de frutos de pessegueiro (Prunuspersica),
pecé (Carya ellioensis) e outros hospedeiros, detecta-
ram dois grupos distintos do patégeno: o primeiro,
formado por representantes daespécie Colletotrichum
acutatum, apresentou col6nias de coloragdo résea,
crescimento rapido em meio BDA (batata-dextrose-
agar) e crescimento satisfatério em meio
complementado com benomyl; o segundo grupo, de
isolados daespécie C. gloeosporioides, caracterizou-se
por col6nias de cor acinzentada, cresceu mais lenta-
mente em BDA e ndo se desenvolveu em meiocom o
mesmo fungicida. BALARDIN & Robricues (1995) regis-
traram sensibilidade diferenciada entre racgas de
Colletotrichum lindemuthianum com respeito a

fungicidas. Essesautoresassinalaram que oaumento
daconcentracéo de fungicidas resultou em diminui-
¢édo do crescimento micelial das racas, sendo que a
maior inibicéo foi devida ao benomy!l e ao tiofanato
metilico.

O presentetrabalhoteve porobjetivoavaliar, invitro,
ocomportamentodeisoladosde C. gloeosporioides, pro-
venientes de frutos de pimentdo, jil6 e berinjela, em
relacdoaconcentracdesdofungicidabenomyl,umdos
mais utilizados contra o agente da antracnose.

MATERIALEMETODOS

Foram obtidos 34 isolados de C. gloeosporioides
provenientes de frutos de pimentao, jil6 e berinjela
(Quadro1l).

Osisolamentosforamrealizados a partir de lesdes
tipicas de antracnose, sendo os frutos doentes
desinfestados superficialmente através de imersao
por um minuto em solucéo de hipoclorito de sédio
comercial (contendo 5% de cloro ativo), diluida na
proporcao de uma parte do produto paratrés partes
de agua esterilizada. Seguiu-se lavagem em agua
esterilizada, sendo os frutos secos com papel toalha
etransferidos parasacos plasticos previamente ume-
decidos com agua esterilizada.

Os sacos plasticos selados e contendo os frutos
assimtratados, foram mantidosatemperaturaambi-
ente por, aproximadamente, 48 horas para induzir
esporulagdo do patdgeno sobre as leses. Conidios
foram entdo transferidos com auxilio de agulha
histoldgica flambada, para placas com BDA. As pla-
casforamincubadasemambiente aaproximadamen-
te 25 °C, na auséncia de luz, durante sete dias.

Foram obtidas culturas monospdricas de cada
isolado, “semeando-se” uma suspensao diluida de
conidios sobre asuperficie de meio agar-agua. Apds
24 horas de incubacdo em temperatura ambiente, as
placas foram examinadas ao microscopio e esporos
individualizados transferidos para novas placas de
BDA, sendo a incubacao também efetuada a + 25°C.
As culturas monospdricas de cada isolado foram
armazenadas norefrigerador,emtuboscomBDA ou
emaguaesterilizada, segundo o método de Castellani
(FicUEIREDO, 1967).

Osdiferentesisolados foram colocados através de
discoscom crescimento micelial de 0,44 cm de didme-
tro, nocentro de placascontendo BDA adicionado de
zero (controle), 1, 10, 100 e 1000 pg / mL de benomy!l
(metil - 1 - (butilcarbamoil) - 2 -benzimidazol
carbamato). Foram realizadastrés repeti¢des por tra-
tamento, cada placa correspondendo a uma repeti-
¢édo,adotando-se o delineamento experimental intei-
ramente casualizado.

Asdilui¢cdes de benomyl foram feitas em acetona
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provenientes de frutos de pimentdo, jil6 e berinjela.
Quadro 1 - Isolados de Colletotrichum gloeosporioides avaliados quanto a resisténcia ao benomyl, com
indicacOes sobre local de procedéncia e hospedeiro de origem.

Isolado Procedéncia Hospedeiro
EEI/257 Guapimirim/RJ Jilé
EEI/417 Rio de Janeiro / RJ Jilo
EEI/421 Magé / RJ Berinjela
EEI/424 DENF/ RJ Jilo
EEI/425 DENF/RJ Pimentéo
EEI/426 DENF/RJ Pimentéo
EEI/427 DENF/RJ Pimentéo
EEI/511 Paty do Alferes / RJ Piment&o
EEI/516 Embrapa Hortalicas / Brasilia? / DF Piment&o
EEI/518 Seropédica/ RJE Pimentéao
EEI/520 Seropeédica / RJ Berinjela
EEI1/523 Seropédica/ RJ Jilo
EEI1/525 Seropédica/ RJ Jilo
EEIl/527 SilvaJardim /RJ Jilo
EEI1/532 Seropédica/ RJ Jilo
EEI/542 Seropeédica / RJ Berinjela
EEI1/548 Instituto Bioldgico - Sdo Paulo / SP Jilo
EEI1/549 Seropédica/ RJ Jilo
EEI/550 Seropédica/ RJ Piment&o
EEI/554 Seropédica/ RJ Piment&o
EEI/555 Seropédica/ RJ Piment&o
EEI/556 Embrapa Hortalicas / Brasilia / DF Berinjela
EEI/557 Embrapa Hortalicas / Brasilia / DF Jilé
EEI1/559 Teresépolis / RJ Jilo
EEI/560 Sumidouro/RJ Jilé
EEI/562 Sumidouro/RJ Piment&o
EEI/564 Sumidouro/ RJ Piment&o
EEI1/565 Teresépolis / RJ Jilo
EEI/568 Teresopolis/ RJ Piment&o
EEI/569 Teresopolis/ RJ Piment&o
EEI/570 Teresopolis / RJ Piment&o
EEI/571 Paty do Alferes / RJ Jilo
EEI/572 Magé / RJ Jilé
EEI/583 Rio de Janeiro / RJ Jilo

'Depto. de Entomologia e Fitopatologia - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro;
2Centro Nacional de Pesquisa de Hortaligas - Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria;
%Isolados obtidos de frutos coletados no mercado do “Grande Rio”.

a 20% e o fungicida adicionado ao meio antes da
autoclavagem (GHini, 1987).

As placas foram incubadas por seis dias a tempe-
raturadeaproximadamente 25°C, noescuro, determi-
nando-se o crescimento micelial linear através de
medig¢des do maior didmetro das coldnias.

Na anélise de variancia foram considerados os
isolados individualmente e também com os isolados
agrupados em relacéo aos seus hospedeiros de ori-
gem. Asmédiasforam comparadas peloteste de Tukey
a 5% de probabilidade.

RESULTADOSEDISCUSSAO

Detectou-se variacdo significativa, quantoaocres-
cimento micelial, entre isolados de C. gloeosporioides
e em fungdo da concentracdo do fungicida adiciona-
do ao meio de cultura (Tabelas 2 e 3). O benomyl,
todavia, ndo inibiu totalmente o crescimento micelial
dos isolados, ainda que na concentra¢do méaxima de
1000 pg / mL.

Osisoladosoriginarios de pimentdo, em suamaio-
ria, apresentaram sensibilidade mais acentuada ao
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Tabelal-Efeitodediferentesconcentra¢Ges de benomylem meiode culturaBDA, no crescimento micelial linear
de isolados de Colletotrichum gloeosporioides, apds incubacao a + 25 °C, por seis dias, na auséncia de luz.

Diametro médio das col6nias (cm)

Hospedeiro Isolado
deorigem EEI Concentracdo de benomyl (ug/ mL)

0 1 10 100 1000
Jilé 257 5,57* a** 330 b 340 b 310 b 153 ¢
Jilé 417 520 a 283 ¢ 333 b 283 ¢ 1,70 d
Jilé 424 527 a 3,33 bc 343 b 310 ¢ 187 d
Jilé 523 547 a 3,50 b 337 b 323 b 1,77 ¢
Jilé 525 530 a 3,46 b 357 b 313 ¢ 1,9 d
Jilé 527 520 a 3,10 ¢ 353 b 313 ¢ 2,10 d
Jilé 532 527 a 337 b 340 b 324 b 2,30 ¢
Jilé 548 527 a 317 b 310 b 2,73 ¢ 2,03 d
Jilé 549 543 a 3,50 b 3,50 b 310 ¢ 2,00 d
Jilé 557 477 a 3,10 bc 317 b 283 ¢ 2,00 d
Jilé 559 523 a 3,07 b 327 b 3,04 b 1,70 ¢
Jilé 560 507 a 337 b 337 b 307 b 1,77 ¢
Jilé 565 520 a 3,27 bc 3,40 b 3,00 c 2,03 d
Jilé 571 523 a 3,17 bc 343 b 293 ¢ 2,00 d
Jilé 572 530 a 323 b 343 b 327 b 233 ¢
Jilé 583 533 a 3,40 b 337 b 313 b 2,03 c
Berinjela 421 527 a 3,26 b 330 b 3,00 b 1,73 ¢
Berinjela 520 550 a 327 b 337 b 3,10 b 2,17 ¢
Berinjela 542 550 a 337 b 323 b 2,87 ¢ 1,83 d
Berinjela 556 5,07 a 3,17 bc 323 b 2,90 ¢ 1,77 d
Pimentéo 425 523 a 2,67 b 2,67 b 2,10 c 193 ¢
Pimentéo 426 513 a 2,60 b 253 b 233 b 1,87 ¢
Pimentéo 427 517 a 253 b 2,47 bc 2,20 ¢ 183 d
Pimentéo 511 463 a 257 b 2,47 bc 2,20 ¢ 1,73 d
Pimentéo 516 507 a 2,67 b 254 b 2,20 ¢ 187 d
Pimentéo 518 447 a 243 b 2,40 b 243 b 1,77 ¢
Pimentéo 550 503 a 1,50 b 147 b 1,50 b 1,30 b
Pimentéo 554 487 a 2,90 b 2,63 bc 2,50 ¢ 1,9 d
Pimentéo 555 460 a 253 b 227 b 230 b 1,87 ¢
Pimentéo 562 480 a 2,67 b 2,57 bc 233 ¢ 1,9 d
Pimentéo 564 453 a 253 b 2,40 bc 2,20 ¢ 150 d
Pimentéo 568 470 a 1,40 b 147 b 137 b 1,20 b
Pimentéo 569 527 a 337 b 3,20 bc 2,96 ¢ 2,00 d
Pimentéo 570 560 a 3,46 b 3,46 b 333 b 223 ¢

* médias de trés repeticdes; ** médias seguidas da mesma letra mindscula, nas linhas,

pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

benomyl em comparacéo aos demais isolados, mes-
mo quando submetidos a baixas concentragdes do
fungicida. Fendmeno semelhante foi verificado por
SHasi etal. (1994), trabalhando comisolados oriundos
defrutos de abacateiro, que foram mais sensiveisaos
fungicidasbenzimidazolesdo que aquelesobtidosde
amendoeira.

Ao examinar o comportamento dos isolados ora
estudados em funcéo de seu respectivo hospedeiro

nao diferem entre si

(Fig. 1), constatou-se que a maioria daqueles proce-
dentes de frutos de pimentédo apresentou didmetros
médios de colbnias significativamente inferiores aos
dosdemaisisolados. Tal fato ocorreu comasconcen-
tracdesde0a100 g/ mL debenomyl. Osisoladosde
pimentdo EEI/550e EEI/568 comportaram-se de for-
ma diferente em relacdo a todos os outros isolados
testados, ouseja: apartirdaconcentracdode1pg/ mL
de benomy! ocorreu uma consideravel reducédo do
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Tabela 2 - Efeito de concentragdes de benomyl adicionadas ao meio de culturaBDA no crescimento micelial linear
deisolados de Colletotrichum gloeosporioides agrupados por hospedeiro de origem, ap6s incubac¢éo a+ 25°C por

seis dias, na auséncia de luz.

Diametro das coldnias (cm)

Hospedeiro Concentragdo de benomyl (ug / mL)

de origem (frutos) N°deisolados 0 1 10 100 1000
Jilé 16 5,26 Aa’ 3,38 Ab 3,26 Ab 3,05 Ac 1,94 Ad
Berinjela 04 5,33 Aa 3,28 Ab 3,27 Ab 2,97 Ab 1,88 Ac
Piment&o 14 4,94 Ba 2,56 Bb 2,47 Bbc 2,28 Bc 1,78 Ad

*médias seguidas da mesma letra maiudscula ou minuscula, respectivamente, nas colunas e linhas, néo
diferem entre si pelo teste de agrupamento de Scott & Knott e de Tukey, a 5% de probabilidade.

crescimento micelial dos isolados, que ndo diferiu
significativamente dos efeitos acarretados pelascon-
centracdes de 10, 100 e 1000 pug /7 mL do fungicida.
Essesdoisisolados, portanto, mostraram-se altamen-
tesensiveisaobenomylinvitro,emboraoriginariosde
regides geograficamente distantes, o que indica que
néo sofreram forte pressdo de selecédo, imposta pelo
emprego continuado do fungicida em questdo. Esse
comportamento diferenciado poderia configurar o
fato de que orestante dosisolados dacole¢doavaliada
jarevelaalgum nivel detoleranciaaobenomyl, o que,
porseuturno, explicariaapoucaeficaciadofungicida
freqUentemente verificadano campo.

Em contrapartida, outros doisisolados obtidos de
frutos de pimentdo (EEI/569 e EEI/570) comporta-
ram-se de forma semelhante aos isolados de jil6 e
berinjela. Nasconcentragbesde 1,10e 100 ug/ mL de
benomyl no meio de cultura, houve reducéo equiva-
lenteacercade40% do crescimento micelial, enquan-
toque com 1000 pg / mL areducéo do crescimento foi
bem mais acentuada, diferindo significativamente
das demais concentracdes.

A ocorréncia de estirpes de fungos resistentes a
substancias do grupo dos benzimidazois ja é conhe-
cida. Tu & McNaucHTON (1979) determinaram 13
bidtipos de Colletotrichum lindemuthianum resistentes
aobenomyl. Verificaram, também, diferengas cultu-
rais quanto a esporulacao e ao crescimento dos dife-
rentesbiétipos desse fungo. MarioTTo (1985) detectou
reducdo da eficacia de benomyl no controle de
Cercosporidium personatum em condi¢6es de campo,
registrando, ainda, que o fungo cresceu em meio de
cultura aveia-agar contendo 100 ppm do respectivo
principio ativo. Remiro & KimaTi (1974) verificaram
gue o fungo Mycosphaerella fragariae desenvolveu re-
sisténcia ao benomyl, com determinados isolados
crescendo na presenca de até 100 ppm do fungicida
incorporadoaomeiodecultura. ToLepo (1974) relatou
gue, a partir de cachos de bananas provenientes de
plantas pulverizadas com benomyl, foram obtidos

trésisolados de Colletotrichum musae que diferiram de
outras estirpes do fungo em diversas caracteristicas,
incluindo resisténcia ao benomyl. Esse Ultimo autor
obteve umaracade Erysiphe graminiscom resisténcia
ao benomyl e que causava até 99 % de infeccdo em
plantas previamente regadas com uma solucéo de
1000 pg /7 mL do fungicida. BALARDINI & RODRIGUES
(1995), ao testarem fungicidas sistémicos e proteto-
res, detectaram que o benomyl foi o que causou
maior efeito inibidorem C. lindemuthianum; ponde-
raram, contudo, que essa alta inibi¢cdo poderia
implicar maior pressdo de sele¢do, acarretando o
incremento populacional de isolados adaptados.
Outros autores, como DeLr (1980) e GEORGOPOULOS
& Dovas (1973), apresentaram evidéncias de que
fungicidas sistémicos como o benomyl, sdo capa-
zes de induzir adaptacdo em diversos fungos
fitopatogénicos. Segundo DeLr (1980), os proble-
mas de resisténcia de fungos ao grupo dos
benzimidazoles intensificaram-se, ndo somente
devidoaousoindiscriminado desses produtos nas
lavouras, mastambém pelo fato de elesatuaremem
um sitio especifico de metabolismo dos patégenos
e, ainda, porqué a maioria deles j4 contava com
estirpesresistentes em suas populag8es originais.

Comparando-se as médias de crescimento micelial
dos isolados de C. gloeosporioides in vitro, agrupados
em relacéo aos hospedeiros de origem, verificou-se
gue osisolados de pimentdo apresentam crescimento
mais lento que os restantes, mesmo na auséncia do
benomyl.

Osresultadosaqui relatados, além de demonstrar
variacdo de populacdes de C. gloeosporioides
patogénicasasolanéceas, emrelacdoasensibilidade
aobenomyl, sinalizam paraoutros aspectos praticos
guanto a diagnose e ao controle do agente da
antracnose. Assim, para recomendacdes sobre o uso
de fungicidas fica evidenciada a dependéncia do
conhecimento prévio daexisténciae predominancia
deestirpesresistentesem cadaregidoeanodecultivo.
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Crescimento (mm)

Berinjela

Pimentao

1 1

0 1 10 100 1000 O 1 10 100 1000 O 1 10 100 1000
Dose de benomyl Dose de benomyl Dose de benomyl
—@— Isolado 257 —m— |solado 425
—&— |solado 417 Isol; 42
—a— Isolado 424 ~®- Isolado 421 1 IzZIZgg 42673
—e— Isolado 523 —v— Isolado 520 —v— Isolado 511
—w— Isolado 525 —#— Isolado 542 —4— Isolado 516
~&— Isolado 527 —A— Isolado 556 —e— Isolado 516
—&— Isolado 532 —S— Isolado 518
—A&— Isolado 548 —&— Isolado 550
—5— Isolado 549 —4— Isolado 554
—v— Isolado 557 —&— Isolado 555
—%¥— Isolado 559 —— Isolado 562
—=— |solado 560 —— Isolado 564
—— lIsolado 565 —v— lIsolado 568
—&— Isolado 571 —$— Isolado 569
—+— Isolado 583 —w— Isolado 570

Fig.1-Curvadecrescimentodeisolados de Colletotrichum gloeosporioides provenientes de frutos dejild, berinjela
ou pimentdo, em funcéo da concentracéo do fungicida benomyl.
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