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RESUMO: A antracnose do morangueiro, causada por Colletotrichum fragariae Brooks, € uma das mais
importantes doengas da cultura. Além dos rizomas, o fungo causa lesées em estolhos, peciolos, limbos
foliares, pedunculos e frutos. A inoculagéo de plantas com este patdgeno é muitas vezes imprescindivel em
trabalhos que necessitam uniformidade de indculo e reprodugéo de sintomas da doencga. Isso ocorre em
testes de patogenicidade, em testes de eficacia de métodos de controle, em estudos sobre a variabilidade de
diferentes isolados do patégeno e em avaliagdo de germoplasma quanto a resisténcia a doenga. Objetivou-
se, neste trabalho, avaliar comparativamente sete métodos de inoculagdo de morangueiro com C. fragariae,
descrevendo os sintomas obtidos em diferentes 6rgéos da planta. Sintomas foliares (mancha preta da folha)
foram observados principalmente quando se utilizou pulverizagao do in6culo. Os métodos mais eficientes em
produzir murcha e lesdes nos rizomas foram: ferimento e deposigao de 5 mL de indculo nos rizomas, ferimento
e deposi¢éo de uma gota de indculo nos peciolos e inje¢éo de indculo nos rizomas.

Palavras-chave: Fragaria x ananassa, antracnose, avaliagdo de doencga

INOCULATION METHODS OF Colletotrichum
fragariae ON STRAWBERRY

ABSTRACT: The anthracnose crown rot, caused by Colletotrichum fragariae Brooks, is an important disease
of strawberries. The fungus also damages stolons, petioles, leaf blades and fruits. The inoculation of C.
fragariae is necessary to ensure uniformity and appearance of characteristic symptoms of the disease in
pathogenicity tests, variability evaluation of different isolates, efficacy of control measures and germplasm
screening for resistance. This study evaluated seven inoculation methods of C. fragariae on strawberry and
reports symptoms observed in each case. Symptoms of black leaf spot were mainly observed when the
inoculum was sprayed on the plants. The best methods to reproduce wilting and crown rot were: 5 mL of
inoculum placed on wounded crowns, a drop of inoculum placed on wounded petioles and crown injection.
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INTRODUGAO

A antracnose do morangueiro, causada por
Colletotrichum fragariae Brooks, € uma das mais
importantes doengas da cultura, podendo ser limitante,
por reduzir drasticamente o estande e a producgao
(Brooks, 1931; Smith & Black, 1990; Howard et al., 1992;
Maas, 1998). As plantas doentes evidenciam-se por
murchamento e seca progressiva, ocasionando falhas
nos canteiros. A sua ocorréncia € comum em plantas de
qualquer idade, porém é particularmente grave na época
de transplante das mudas (Mena et al., 1974; Maas &
Galletta, 1989; Mclnnes et al., 1992).

Embora os sintomas mais caracteristicos ocorram
nos rizomas, varios outros 6rgaos da planta podem ser
afetados, o que torna a doencga bastante complexa (Horn
& Carver, 1963; Paulus, 1990; Maas, 1998). Nos estolhos
e peciolos, as lesbes sdo marrons, alongadas e
deprimidas, onde, em condig¢bes de alta umidade, formam-
se massas de coloragdo rosea, constituidas pelos esporos
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do fungo. Pode haver o estrangulamento dos estolhos e,
conseqlentemente, a morte das mudas ainda sem raizes
para se sustentar. Nos pedunculos muito afetados ocorre
a seca da regido acima da lesédo (Carvalho & Cardoso,
1964; Tanaka et al., 1997). Nas folhas podem ocorrer
manchas pequenas, escuras e circulares (mancha preta
da folha), que constituem fonte de indculo e muitas vezes
passam despercebidas (Howard & Albregts, 1983; Howard
et al., 1992; Tanaka et al., 1996).

A inoculagao de plantas com C. fragariae é muitas
vezes imprescindivel, em trabalhos que necessitam
uniformidade de indculo e reproducdo de sintomas
caracteristicos da doenga, como, por exemplo, em testes
de patogenicidade e de variabilidade de diferentes isolados
(Smith, 1986; Smith & Black, 1990), avaliagao de eficacia
de métodos de controle (Smith, 1987), efeito das condi¢cdes
ambientais sobre a manifestagdo dos sintomas (Smith &
Black, 1987) e, principalmente, avaliagdo de germoplasma
quanto a resisténcia ao patégeno (Delp & Milholland, 1980;
1981; Smith & Spiers, 1982; Smith et al., 1990).
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Embora alguns métodos de inoculagédo de C.
fragariae sejam relatados em diversos trabalhos de
pesquisa, a falta de uniformidade entre eles pode levar a
diferentes resultados. Além disso, evidencia-se a
existéncia de controvérsia quanto a necessidade de se
efetuar ferimento para haver infeccdo. Enquanto Brooks
(1931), Smith & Black (1985; 1990) e Batta et al. (1989)
consideram essa pratica imprescindivel, Delp & Milholland
(1980; 1981), concluem como sendo desnecessaria e
alertam para a possibilidade da presenga de ferimento
levar a uma quebra de resisténcia da planta.

Na pratica, constata-se que a grande diversidade
de sintomas da antracnose pode dificultar a escolha do
método e a interpretagdo dos resultados. Os métodos
descritos na literatura nem sempre apresentam a mesma
eficiéncia na reprodugao de cada tipo de sintoma e,
dependendo do objetivo do trabalho, seria conveniente
poder eleger o mais adequado. E isso s6 sera possivel
com base em resultados comparativos de varios
métodos.

Ha necessidade, portanto, que se avaliem
diferentes métodos de inoculagédo, com e sem ferimento,
visando verificar a sua eficiéncia na obtencao de
sintomas e viabilidade pratica para utilizagdo em
trabalhos de pesquisa. Nesse sentido, desenvolveu-se
o presente trabalho, com o objetivo de comparar sete
métodos de inoculagdo de morangueiro com C. fragariae,
descrevendo os sintomas obtidos em diferentes 6rgaos
da planta.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de
vegetagdo, sendo as plantas provenientes de matrizes
basicas da cultivar Campinas (IAC-2712), cultivadas
individualmente em vasos com didmetro de 15 cm e
capacidade para 1,5 litro de substrato, constituido por
mistura de solo e esterco curtido de curral, na proporgao
de 3:1, esterilizado em autoclave. Em cada método foram
inoculadas oito plantas.

O isolado de C. fragariae utilizado foi obtido de
rizoma de morangueiro dessa mesma cultivar, que
apresentava lesdo tipica de antracnose (“chocolate”),
proveniente do municipio de Piedade, SP. A sua
patogenicidade foi comprovada pela inoculagdo em
plantas das cultivares Campinas, AGF-80, Sequoia e
Chandler.

O in6culo foi preparado a partir de culturas puras
desenvolvidas em meio de aveia (farinha de aveia 40 g,
agar 20g, agua destilada 1000 mL), durante sete dias a
28 °C, no escuro. Foram utilizados dois tipos de indculo:
suspensdo ajustada para a concentragdo de 1,5 x 10°
conidios/mL e discos de cultura (micélio mais conidios),
de 0,3 cm de didmetro, retirados dos bordos das
colbnias.

Foram testados os seguintes métodos de
inoculagéo: 1) pulverizagdo das plantas com suspenséo
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de conidios; 2) deposi¢do de 5 mL de inéculo sobre
ferimento no rizoma, efetuado com estilete; 3)
pulverizagdo de plantas cujos peciolos foram feridos por
puncdo de agulha fina (hipodérmica); 4) deposigéo de
uma gota de inéculo sobre ferimento nos peciolos,
utilizando agulha acoplada a seringa hipodérmica; 5)
injecdo de indculo no rizoma; 6) deposicédo de discos de
cultura do fungo sobre os peciolos, sem ferimento; 7)
deposicdo de discos de cultura sobre os peciolos,
previamente feridos por pungédo de agulha hipodérmica.
Nos métodos 3, 4, 6 e 7, as inoculagbes foram efetuadas
no terco inferior dos peciolos, em numero de quatro por
planta, e localizados na parte mediana da planta. Nos
tratamentos testemunha utilizaram-se agua destilada
esterilizada e discos de meio de aveia.

Apods as inoculagdes, as plantas permaneceram
em camara umida, proporcionada por cobertura plastica,
durante 48 horas.

As avaliagoes foram realizadas aos 7, 15, 30 e 45
dias apos as inoculagoes, verificando-se a presenca de
murcha e ou lesdes nos limbos foliares, peciolos, calices,
pedunculos e frutos. Na ultima avaliagéo, as plantas foram
arrancadas e os rizomas cortados longitudinalmente para
se verificar a presencga de lesdes “chocolate”. A severidade
dos sintomas nos rizomas foi avaliada por uma escala de
notas de 1 a 4, sendo 1= auséncia de sintomas; 2= les6es
marrom-avermelhadas atingindo menos de 25% do
rizoma; 3= lesées em 25 a 50% do rizoma; 4= lesdes em
mais de 50% do rizoma.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi possivel observar sintomas de lesées nos
limbos foliares (mancha preta da folha) com maior
intensidade nos métodos em que o inodculo foi
pulverizado sobre as plantas (métodos 1 e 3) (TABELA
1). Isso ocorreu pelo fato do in6culo ter atingido
diretamente as folhas. Este tipo de sintoma s6 nao foi
detectado nas plantas inoculadas pelo método 6, que
consistiu na deposigdo de discos de cultura do fungo
sobre os peciolos, sem ferimento. As lesbes nos calices
nao foram observadas nos métodos 5 (inje¢do no rizoma)
e 6 (discos de cultura nos peciolos, sem ferimento). As
lesdes nos peciolos ocorreram com 100% de frequiéncia
nos métodos 3 e 4, em todas as épocas de avaliagao, e
no método 7, nas duas ultimas. No método 6, em que
os discos de cultura do fungo foram colocados sobre os
peciolos, sem ferimento, bem como nos métodos 1, 2 e
5, houve menor incidéncia dessas lesdes.

A presenca de peciolos mortos foi freqliente nas
Ultimas avaliagbes, realizadas aos 30 e 45 dias apos as
inoculagdes e também ocorreu com maior intensidade
nos métodos 3, 4 e 7 (TABELA 1).

Nos pedunculos das inflorescéncias foram
observadas lesdes em todos os métodos testados, nas
Ultimas avaliagdes, enquanto que, em frutos, ndo foram
observados sintomas nos métodos 2 (ferimento no
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TABELA 1 - Porcentagens de plantas de morangueiro com diferentes tipos de sintoma, apds inoculagéo com C. fragariae por

sete métodos.

Sintoma
Método Diaapds | es50 Lesdo Lesdo Peciolo Lesdono Lesdono Murcha Lesdo no
inoculacdo  fojigr no no morto  pedunculo fruto rizoma
calice peciolo
7 50,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 -1
) . 15 75,0 25,0 12,5 0,0 0,0 12,5 0,0 -
1.Pulverizagado
30 75,0 37,5 12,5 0,0 12,5 12,5 12,5 -
45 75,0 50,0 25,0 12,5 25,0 12,5 25,0 50,0
7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 -
2 Fer rizoma 15 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 -
+ 5 mL inée. 30 12,5 25,0 12,5 0,0 0,0 0,0 0,0 -
45 12,5 25,0 25,0 12,5 12,5 0,0 100,0 100,0
7 25,0 0,0 75,0 0,0 0,0 0,0 0,0 -
3. Ferim. pec. 15 50,0 12,5 100,0 0,0 0,0 12,5 0,0 -
+ pulver. 30 50,0 37,5 100,0 50,0 12,5 12,5 12,5 -
45 50,0 50,0 100,0 50,0 25,0 12,5 50,0 50,0
7 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0 -
4. Ferim. pec. 15 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0 -
+ gota inoc. 30 12,5 12,5 100,0 62,5 12,5 12,5 50,0 -
45 12,5 12,5 100,0 100,0 25,0 12,5 75,0 100,0
7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 -
5. InjegA0 no 15. 12,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 -
rizoma 30 12,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 50,0 -
45 12,5 0,0 12,5 12,5 12,5 0,0 100,0 100,0
7 0,0 0,0 12,5 0,0 0,0 0,0 0,0 -
6. Disco cult. 15 0,0 0,0 12,5 0,0 0,0 0,0 0,0 -
?eericrfllos sem 30 00 0.0 250 125 0.0 0.0 0.0 -
45 0,0 0,0 25,0 25,0 12,5 0,0 0,0 12,5
7 0,0 0,0 75,0 0,0 0,0 0,0 0,0 -
7. Disco cult. 15 12,5 0,0 75,0 0,0 0,0 0,0 0,0 -
peciolos com
forim. 30 12,5 125 1000 625 12,5 0,0 0,0 -
45 12,5 12,5 100,0 75,0 25,0 0,0 25,0 37,5
'Nao avaliado

rizoma + 5 mL de in6culo), 5 (injegdo no rizoma), 6
(blocos de micélio nos peciolos, sem ferimento) e 7
(blocos de micélio nos peciolos, com ferimento). Atribuiu-
se a baixa intensidade de sintomas nos pedunculos ao
fato dos mesmos estarem em fase de desenvolvimento
na época da inoculagdo e nao terem sido feridos. No
caso dos frutos, houve pequena incidéncia, pois as
plantas ndo estavam em frutificacdo plena e uniforme
quando as plantas foram inoculadas.

Pela TABELA 1, observa-se, ainda, que os
sintomas de murcha apenas nao ocorreram quando as
plantas foram inoculadas pela deposi¢cao de discos de
cultura fungica sobre os peciolos, sem ferimento (método
6). Esses sintomas foram verificados nas duas ultimas
avaliagbes e com maior intensidade nos métodos 2, 4 e 5.
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As lesdes no rizoma (“chocolate”), do mesmo
modo que as murchas, ndo ocorreram no método 6 e
atingiram 100% de freqiéncia nos métodos 2, 4 e 5
(TABELA 1). Desses trés métodos, apenas no de nimero
4 o inéculo nao foi introduzido no rizoma por meio de
ferimento e sim, através da deposicdo de gotas de
inéculo sobre ferimento nos peciolos. A sua eficiéncia em
provocar sintoma de “chocolate” indica que o inéculo
atingiu o rizoma. E oportuno esclarecer que a gota de
in6culo colocada, como descrito no método 4,
permaneceu localizada sobre o ferimento quando as
plantas foram submetidas a camara Uumida, néao
escorrendo para a regidao da coroa da planta. A
colonizagado dos tecidos dos peciolos, com a
consequente expansao das lesdes a partir do ponto de
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inoculagdo, acabou permitindo o contacto do inéculo com
os rizomas, ocorrendo a sua infec¢do. Para todos os
métodos avaliados, as plantas testemunhas nao
apresentaram qualquer tipo de sintoma.

As porcentagens de ocorréncia de plantas com
lesbes nos rizomas nem sempre corresponderam aos
sintomas de murcha, observados na parte aérea, 45
dias apds as inoculagdes. Isto pode ser constatado na
TABELA 1, para os métodos 1, 4, 6 e 7, para 0s quais
a porcentagem de plantas com murcha foi sempre
inferior a ocorréncia de podridées nos rizomas.
Segundo Howard et al. (1992) e Maas (1998), embora
0s rizomas possam apresentar podridoes, os sintomas
de murcha nem sempre se manifestam, dependendo da
extensao da lesdo e do consequiente comprometimento
dos vasos.

A maior freqiiéncia de nota 4, que indica maior
severidade de lesdes “chocolate”, na escala utilizada,
ocorreu nos métodos 2 e 5, nos quais se inoculou
diretamente o rizoma, por ferimento(TABELA 2). Nos
métodos 3 (ferimento no peciolo + pulverizagéo), 4
(ferimento no peciolo + gota de inéculo) e 7 (bloco de
cultura no peciolo, com ferimento) obtiveram-se 50% das
plantas inoculadas com nota 4. No entanto, no método
4, as porcentagens de plantas com cada nota foram
proporcionalmente distribuidas com relagéo a severidade
dos sintomas.

Comparando-se os métodos 2, 4 e 5, os mais
eficientes na obtengao de lesdes chocolate, o de nimero
4 apresenta como vantagem o baixo consumo de inéculo
e facilidade de execucgéo, principalmente em casa de
vegetacdo. Como desvantagem, pode ser apontada a
correspondéncia parcial entre o nimero de plantas
murchas e aquelas com podridées “chocolate” nos
rizomas, o que poderia levar a uma subestimagao das
plantas doentes, caso a avaliagédo seja efetuada apenas
pelo sintoma visual da parte aérea. Este método pode
ser indicado para testes de patogenicidade de isolados
e comprovagdo da viabilidade do fungo em estudos
envolvendo o seu controle.

A obtencdo de sintomas em peciolos e em
rizomas foi mais frequente nos métodos que utilizaram
ferimento, indicando que esse procedimento favoreceu
a infec¢do e confirmando as observagdes de Brooks
(1931). No entanto, Smith & Spiers (1982), Smith (1986),
Delp & Milholland (1980; 1981) consideraram nao ser
imprescindivel a ocorréncia de ferimento. Batta et al.
(1989) constataram que a suscetibilidade dos tecidos dos
peciolos esta relacionada com a sua idade e que em
peciolos maduros, o aparecimento de sintomas somente
€ conseguido com a utilizagdo de ferimento. Presume-
se, portanto, que a presenga de ferimento, além de
garantir maior uniformidade de sintomas, pode evitar
possiveis escapes.

O método 4 (ferimento nos peciolos e deposigao
de uma gota de indculo) apresentou correlagdo entre a
incidéncia de lesdes nos peciolos e nos rizomas, além
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de ser tao eficiente em provocar podridao de rizoma
quanto os métodos 2 e 5, nos quais o indculo foi
introduzido diretamente nos rizomas, com ferimento
(TABELA 1). Embora Delp & Milholland (1980) e Smith
& Black (1985) tenham verificado que alguns gendtipos
podem apresentar resisténcia nos peciolos, mas nao nos
rizomas, trabalhos mais recentes demonstraram que
cultivares que apresentam resisténcia nos peciolos,
também sao resistentes & podriddo do rizoma (Smith et
al., 1990; Howard et al., 1992), corroborando com os
resultados do presente trabalho.

Uma vez que a fase mais destrutiva da doenga
esta associada a podridao do rizoma, e que a avaliagao
baseada apenas na reagao dos peciolos pode nao ser
totalmente segura, num programa de selegao de plantas
resistentes a doenga, de acordo com Smith et al. (1990),
o inéculo deve ser diretamente introduzido no rizoma,
para identificar as plantas realmente resistentes. Ao
contrario de Delp & Milholland (1980), que consideraram
que a inoculagao por ferimento do rizoma deve ser
evitada por ser muito severa e haver o risco de descarte
de materiais resistentes, Smith & Black (1985) e Smith
et al. (1990) preconizam o seu uso, ressaltando que os
genotipos mais resistentes sobrevivem a este tipo de
inoculacéo e que, portanto, a resisténcia ndo é quebrada.
Embora, segundo Howard et al. (1992) exista relagao
entre a suscetibilidade dos tecidos dos peciolos e os dos
rizomas, os métodos que envolvem ferimento no rizoma,
por serem mais rigorosos e eliminarem as plantas com
menor resisténcia, garantem, ainda, seguranga na
selecdo de gendtipos que, eventualmente, possam
apresentar resisténcia nos peciolos, mas nao nos
rizomas.

TABELA 2 - Porcentagens de plantas de morangueiro com
notas de 1 a 4, para severidade dos sintomas
de Chocolate nos rizomas, provocadas pelos
antes métodos de inoculagao testados, aos 45
dias ap6s inoculagéo.

Nota (severidade)'

Métod

efodo 1 2 3 4
1. Pulverizagéo 25,0 37,5 25,0 125
2. Feriment.o 'no rizoma 00 12,5 125 750
+5 mL de inéculo
3. Ferimgntci no rizoma 00 25.0 250 500
+ pulverizagéo
4. Ferimen.to' no peciolo 00 125 375 500
+ gota de in6culo
5. Injecéo no colo 0,0 12,5 12,5 75,0
6. B’Ioco de gultura no 125 75.0 1255 0.0
peciolo s/ ferimento
7. Bloco de cultura no 0.0 375 125 500

peciolo ¢/ ferimento

"Nota 1 = auséncia de sintomas; 2 = lesdes marrom-avermelhadas
atingindo menos de 25% do rizoma; 3 = lesdes em 25 a 50% do
rizoma; 4 = lesbes em mais de 50% do rizoma.
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Por esse motivo, numa primeira selecao,
dependendo do numero de plantas, recomenda-se a
utilizagdo dos métodos 3 ou 4, que foram eficientes
quanto a obtencao de lesdes nos peciolos. O método 3,
por ser menos trabalhoso, é mais viavel quando se
utilizam grandes populagdes de plantas. A partir dessa
primeira selecdo, as plantas consideradas resistentes
devem ser inoculadas pelos métodos 2 (ferimento no
rizoma e deposi¢do de 5mL de inéculo) ou 5 (inje¢do no
rizoma).
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