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1 RESUMO  

  

A cultura da seringueira [Hevea brasiliensis (Willd. ex Adr. Jussieu) 

Muell. Arg.] vem sendo atacada por várias doenças de importância econômica, dentre as quais 

está a antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum sp. (teleomorfo: Glomerella sp.). Este 

fungo causa vários danos na planta como lesões nos folíolos, nos ponteiros, nos ramos, nos 

frutos e cancros no painel de sangria. Somente Colletotrichum gloeosporioides foi relatado 

como agente causal desta doença no Brasil. O presente trabalho teve como objetivo identificar 

isolados de Colletotrichum spp. de seringueira de diversas regiões de plantio do Estado de São 

Paulo. O trabalho foi conduzido em cinco fases: a) caracterização cultural, na qual foram 

observadas a coloração e o aspecto das culturas in vitro. Produção de conídios e taxa de 

crescimento em seis temperaturas (10, 15, 20, 25, 30 e 35 °C); b) caracterização morfológica, 

na qual foi medido comprimento, largura e observado o formato dos conídios; c) teste de 

patogenicidade em folíolos destacados e em discos de folíolos, com quatro isolados de 

seringueira e dois de citros; d) crescimento em benomyl em quatro concentrações de princípio 

ativo; e) Identificação molecular para culturas monospóricas e multispóricas com primers 

específicos para as espécies de Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum acutatum e 

os primers ITS1 e ITS4 os quais amplificaram uma pequena região (18S) e uma grande região 

(28S), e estes também permitiram a amplificação da região 5.8S do rDNA e os espaçadores 
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internos transcritos (ITS1 e ITS2), e f) testes de crescimento em meio de cultivo acrescido 

com fungicidas: flutriafol, tebuconazol, epoxiconazol + piradostrobina, clorotalonil + 

tiofonato-metílico, captana, mancozebe, carbendazim, azoxistrobina + ciproconazol e 

propiconazol. Neste teste foram utilizados quatro isolados de diferentes órgãos da planta. 

Também foram testados diferentes extratos aquosos: Melia azedarach L, Corymbia citriodora, 

Trichilia clausenii, Trichilia elegans, Azadirachta indica A. Juss, Chenopodium ambrosioides, 

Coriandrum sativum e Piper nigrum L. Foram obtidos os seguintes resultados: a) os isolados 

foram divididos em dois grupos, um primeiro grupo apresentando coloração laranja+cinza e 

laranja, e um segundo grupo cinza clara. O aspecto coloração não foi um fator determinante 

para diferenciar as espécies. A produção de conídios mostrou ser bastante variável de um 

isolado para outro. A temperatura ótima de crescimento para os isolados foi a de 25 °C; b) os 

isolados apresentaram grande variação quanto ao tamanho e formato entre duas espécies 

predominantes Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum acutatum, havendo uma faixa 

de sobreposição de dimensões entre as duas espécies; c) todos os isolados de seringueira junto 

com os de citros foram patogênicos, permitindo assim a confirmação de duas espécies 

causadoras de antracnose, Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum acutatum, e a 

infecção de isolados de citros para plantas de seringueira; d) o crescimento em benomyl, para 

isolados de seringueira, não foi representativo, já que todos cresceram nas determinadas doses; 

e) o par de primer específico de Colletotrichum gloeosporioides permitiu identificar oito 

isolados de culturas multispóricas e três monospóricas. O par de primer específico de 

Colletotrichum acutatum permitiu identificar quarenta e seis isolados de seringueira 

provenientes de culturas multispóricas e três de monospóricas. Os primers ITS1 e ITS4, 

permitiram amplificar isolados multiesporicos correspondentes à setenta e oito de seringueira, 

um de manga, um de citros e dois de pimentão. Também foram amplificados dois isolados 

monospóricos de seringueira e f) os fungicidas Flutriafol, Tebuconazol, Epoxiconazol +  

Piraclostrobina, Azoxistrobina + Ciproconazol e Propiconazol, foram eficientes no controle de 

Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum acutatum. O controle com extratos aquosos 

foi nulo, favorecendo o crescimento dos isolados. 

O presente trabalho permitiu identificar Colletotrichum acutatum 

como nova espécie causadora de antracnose da seringueira. Colletotrichum acutatum de citros 

consegue infectar plantas de seringueira, o qual deve ser considerado no manejo da doença. 
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CHARACTERIZATION AND CONTROL OF Colletotrichum spp. IN RUBBER (Hevea 

brasiliensis). Botucatu, 2010. Dissertação (Mestrado em Agronomia/Proteção de Plantas) 

– Fauculdade de Ciências Agronômicas. Universidade Estadual Paulista. 

 

Author: Juan Fernan Sierra Hayer 

Adviser: Edson Luiz Furtado 

 

 

2 SUMARY 

 

The rubber cultivation [Hevea brasiliensis (Willd. ex Adr. Jussieu) 

Muell. Arg.] is being attacked by several diseases of economic importance, among which is 

the anthracnose; this is caused by the fungus Colletotrichum spp. (teleomorph: Glomerella 

spp). This fungus causes several damages in the plant such as injuries in the leaves, branches, 

fruits and cankers in the taping panel. Only Colletotrichum gloeosporioides was reported as 

the causal agent of this disease in Brazil. The aim of this study was to identify isolates of the 

fungus Colletotrichum spp. from rubber trees, localized in different regions of Sao Paulo state. 

The study was carried out by six phases: a) culture characterization, in which the color and the 

culture appearance were observed in vitro, conidial production and growth rate at six 

temperatures (10, 15, 20, 25, 30, 35 ˚C); b) morphological characterization, which consist of 

measuring the length and width, and observed the shape of the conidia; c) pathogenicity test 

on selected leaves and disks of leaves, with four isolates from rubber and two isolates from 

citrus; d) growth in fungicide benomyl at four concentrations of active ingredient; e) 

molecular identification for monosporic and multisporic cultures with specific primers to the 

species of Colletotrichum gloeosporioides and Colletotrichum acutatum and ITS1 and ITS4 

primers which amplified a small region (18S) and a large region (28S), and these also allowed 

the amplification of 5.8S rDNA and internal transcribed spacers (ITS1 and ITS2);  f) Growth 

tests in culture medium supplemented with fungicides: flutriafol, tebuconazole, epoxiconazole 

+ piradostrobina, chlorothalonil + tiofonato-methyl, captan, mancozeb, carbendazim, 

azoxystrobin + cyproconazole and propiconazole. In this test, four isolates were used from 
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differents organs of plants. Differents aqueous extracts also were tested: Melia azedarach L, 

Corymbia citriodora, Trichilia clausenii, Trichilia elegans, Azadirachta indica A. Juss, 

Chenopodium ambrosioides, Coriandrum sativum e Piper nigrum L. The following results 

were obtained: a) the isolates were divided into two groups, a first group with orange+gray 

and orange color, and a second group with light gray color. The appearance color was not a 

predominant factor to determine the species. The conidial production showed to be varied 

from one isolate to another. The optimum temperature for growth of the isolates was 25 °C; b) 

the isolates presented large variation in size and shape between two predominant species 

Colletotrichum gloeosporioides and Colletotrichum acutatum, having an overlap in size 

between the two species; c) All isolates of rubber and citrus were pathogenic, thus confirming 

the two species that cause anthracnose, Colletotrichum gloeosporioides and Colletotrichum 

acutatum, and an infection of other citrus plants for rubber; d) The growth of the isolates of 

rubber  in benomyl was not representative, since all grew up in all doses; e) The specific 

primer of Colletotrichum gloeosporioides  identified eight multisporic and three monosporic 

cultures. The specific primer of Colletotrichum acutatum identified forty six multisporics and 

3 monosporic cultures. The primers ITS1 and ITS4 allowed amplify isolates multisporic 

corresponding to seventy eight from rubber, one from mango, one from citrus and two from 

pepper. Two isolates monosporic from rubber also were amplified; f) the fungicides Flutriafol, 

Tebuconazol, Epoxiconazol + Piraclostrobina, Azoxistrobina + Ciproconazol e Propiconazol, 

were effective in the control of Colletotrichum gloeosporioides and Colletotrichum acutatum. 

The control with aqueous extracts was nil, favoring the growth of the isolates. 

In the preset study, Colletotrichum acutatum were identified as a new 

specie causing anthracnose in rubber. Colletotrichum acutatum of citrus can infect rubber 

plants, which should be considered in the management of the disease. 

 

_______________________ 

Keywords: Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum acutatum, characterization, 

control. 
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3 INTRODUÇÃO 

 
A produção mundial de borracha natural em 2006 foi 

aproximadamente 9,6 milhões de toneladas, sendo que a Ásia produziu 9,2 milhões de 

toneladas, a África 423 mil toneladas e a América Latina 203 mil toneladas. O Brasil 

participou com apenas 1,6% da produção em termos globais. A estimativa de produção anual 

de borracha natural está em torno de 95,5 mil toneladas para atender um cosumo de 320 mil 

ton eladas demandadas até julho de 2005. O país conta atualmente, com o plantio de apenas 

220.000 hectares de seringueira, dos quais somente 100.000 encontram-se em fase produtiva. 

Os principais Estados brasileiros produtores de borracha natural e com possibilidades de 

expansão do cultivo da seringueira são: São Paulo, Mato Grosso, Bahia, Espírito Santo e 

Paraná. (Embrapa, 2007). 

Desde 1960, o Brasil vem tentando atingir autossuficiência na 

produção de elastômero natural. As tentativas anteriores para produzir borracha natural, em 

larga escala, na Amazônia, redundaram em fracasso devido a severas epidemias do mal das 

folhas (Microcyclus ulei (P. Henn.) v. Arx). Cerca de dezoito doenças de natureza biótica já 

foram constatadas no Brasil (Reis, 1999). Igualmente se encontram no Estado de São Paulo a 

antracnoses (Colletotrichum gloeosporoides) e o Oídio (Oidium hevea) (Furtado, 2005). 
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A antracnose da seringueira, causada por Colletotrichum 

gloeosporoides Penz., constitui um sério problema para a cultura da seringueira no Estado de 

São Paulo; este fungo ataca diversas partes da planta ou atua como saprófita associado a 

outros patógenos (Furtado & Silveira, 1992). No Estado de São Paulo verificou-se a sua 

ocorrência em folhas, ramos e inflorescência (Silveira & Cardoso, 1987), em hastes e placas 

de enxerto em jardim clonal e viveiros (Furtado & Silveira, 1992) e, finalmente, em painéis de 

sangria (Silveira et  al., 1992a).   

O presente trabalho teve como objetivo identificar isolados de 

Colletotrichum spp. de seringueira de diversas regiões de plantio do Estado de São Paulo. O 

trabalho foi conduzido em cinco fases: a) caracterização cultural, na qual foram observadas a 

coloração e o aspecto das culturas in vitro. Produção de conídios e taxa de crescimento em seis 

temperaturas (10, 15, 20, 25, 30 e 35 °C); b) caracterização morfológica, na qual foi medido 

comprimento, largura e observado o formato dos conídios; c) teste de patogenicidade em 

folíolos destacados e em discos de folíolos, com quatro isolados de seringueira e dois de 

citros; d) crescimento em benomyl em quatro concentrações de princípio ativo; e) 

Identificação molecular para culturas monospóricas e multispóricas com primers específicos 

para as espécies de Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum acutatum e os primers 

ITS1 e ITS4 os quais amplificaram uma pequena região (18S) e uma grande região (28S), e 

estes também permitiram a amplificação da região 5.8S do rDNA e os espaçadores internos 

transcritos (ITS1 e ITS2), e f) testes de crescimento em meio de cultivo acrescido com 

fungicidas: flutriafol, tebuconazol, epoxiconazol + piradostrobina, clorotalonil + tiofonato-

metílico, captana, mancozebe, carbendazim, azoxistrobina + ciproconazol e propiconazol. 

Neste teste foram utilizados quatro isolados de diferentes órgãos da planta. Também foram 

testados diferentes extratos aquosos: Melia azedarach L, Corymbia citriodora, Trichilia 

clausenii, Trichilia elegans, Azadirachta indica A. Juss, Chenopodium ambrosioides, 

Coriandrum sativum e Piper nigrum L. 
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4 REVISÃO DE LITERATURA 

 4.1 Ocorrência e importância da doença  

 

Os primeiros registros da antracnose na seringueira foram feitos por 

Petch (1906) no Sri Lanka (ex – Ceilão), e na Malásia John (1952). Na Malásia esta doença é 

conhecia como “Gloeosporium leaf disease” (Wastie, 1973). Sua ocorrência é verificada 

praticamente em todos os países onde a seringueira é cultivada.  

No Brasil, a antracnose ocorre com maior severidade nos estados da 

região Norte, todavia, apenas na forma de surtos esporádicos, ou eventuais, em viveiro, jardim 

clonal e plantio definitivo, causando lesões foliares, desfolhamento e mortalidade de ramos e 

galhos (Furtado & Trindade, 2005). 

As seguintes espécies fúngicas têm sido relatadas em Hevea spp., 

como causadores da antracnose: Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Sacc., C. derridis van 

Hoof, C. fícus Koord., Gloeosporium albo-rubrum Petch, G. brunneum Petch, G. elasticae 

Chee e Maas e G. heveae Petch. Carpenter e Stevenson (1954), citado por Ferreira (1989), 

estudando as descrições dessas espécies, concluíram que todas poderiam ser consideradas 

como Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Sacc. (Ferreira, 1989). 

A antracnose da seringueira, causada por Colletotrichum 

gloeosporoides Penz., constitui um sério problema para a cultura da seringueira no Estado de 

São Paulo, atacando diversas partes da planta ou atuando como saprófita associado a outros 
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patógenos (Silveira et al., 1992b, Furtado & Silveira, 1992). No Estado de São Paulo 

verificou-se a sua ocorrência em folhas, ramos e inflorescência (Silveira & Cardoso, 1987), 

em hastes e placas de enxerto em jardim clonal e viveiros (Furtado & Silveira, 1992) e, 

finalmente, em painéis de sangria (Silveira et  al., 1992a).   

A antracnose da seringueira ocorre no Norte do País associada ao mal-

das-folhas ou em plantas com estresse nutricional (Gasparoto et al., 1984). Em latitude mais 

elevada, esta doença acarreta danos severos em brotações novas, causando seca descendente e 

lesionando folhas. A doença pode ser também encontrada nos estados de MS, PR, MG, e ES 

(Furtado & Trindade, 2005). 

O agente causal da antracnose da seringueira é Glomerella cingulata. 

Fungo da divisão Ascomycota, ordem Diaphortales, que na fase anamórfica corresponde ao 

fungo Colletotrichum gloeosporioides. O patógeno é comum a diversos hospedeiros, o que 

favorece sua sobrevivência e dificulta seu controle. Seus conídios germinam em 4 a 6 horas 

em água livre. Os sintomas aparecem três dias após inoculação. A esporulação ocorre após o 

quinto dia. A disseminação dá-se, principalmente, através da água da chuva, não se 

descartando a possibilidade de ser transferido planta a planta por intermédio da faca de 

sangria. Condições climáticas que favorecem a doença são temperatura média de 21 ºC, 

umidade relativa acima de 90% por 13 horas e períodos chuvosos (Furtado & Trindade, 2005). 

As lesões podem ocorrer também nos pecíolos, sendo mais alongadas 

naqueles órgãos. Nos frutos, as lesões causam rachaduras e apodrecimento na casca. Nos 

ramos verdes, as infecções geralmente ocorrem nas suas inserções com o galho. Quando as 

condições de ambiente são muito favoráveis, essas lesões desenvolvem-se rapidamente, 

causando quebra de ramos na base, à altura dos locais lesionados, enquanto seus folíolos 

permanecem completamente verdes. De certa forma, nos ramos, essa doença pode ser 

confundida com o ataque de Phytophthora spp.  Em geral, nas lesões de C. gloeosporioides 

podem ser observadas massas róseas, provenientes de abundante esporulação conidial do 

patógeno que sai dos acérvulos (Gasparotto, 1997). 

Quanto aos danos observados pode-se citar no viveiro e jardim clonal, 

a morte de hastes destinadas à produção de gemas para enxertia, baixo descolamento de casca, 

além de provocar o baixo pegamento da enxertia, devido às placas do enxerto estarem 

infectadas. Local este que o patógeno se desenvolve rapidamente sob o plástico de proteção do 
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enxerto, matando os tecidos do mesmo e lesionando também o cavalinho. Em seringais 

adultos causam desfolhamento intenso e seca de ramos, debilitando as plantas e provocando 

um atraso na recuperação da copa, atrasando o reinício da sangria, além de facilitar a 

penetração de outros patógenos como Phomopsis sp. e  Botryodiplodia sp. (Silveira et al., 

1992b).  

Entre os parâmetros de identificação dos fungos fitopatogênicos, 

particularmente Colletotrichum, estão às técnicas tradicionais de morfologia, como tamanho e 

formato de conídios (Smith; Black, 1990, Menezes, 2002, Mills, 1992a).  

 

4.2 Técnicas moleculares 

 
Compatibilidade vegetativa, um mecanismo que controla isolamento 

genético de populações, tem sido usada extensivamente para examinar relacionamento 

genético no número de fungos fitopatogênicos de plantas. Grupos de compatibilidade genética 

(VCG) têm sido usados para análise de subespécies de Colletotrichum gloeosporioides de 

amendoim, C. graminicola de milho e C. acutatum de morango (Freemam et al., 1998). 

Nas últimas décadas, várias técnicas moleculares foram usadas 

sucessivamente para realizar descrições entre espécies. Reação em cadeia de polimerase (ap-

PCR) e polimorfismo do núcleo DNA, DNA ribossomo (rDNA), DNA mitocondrial 

(mtDNA), e A+ T-rici DNA tem sido utilizados para diferenciar populações de C. 

gloeosporioides, C. coccodes, C. kahawae, C. magna, C. orbiculare e outras espécies de 

hospedeiros (Freemam et al., 1998).  

Técnicas moleculares auxiliam na caracterização e identificação das 

espécies de Colletotrichum. Várias têm sido utilizadas como sucesso para complementar 

estudo de diferenciação de populações de Colletotrichum (Bueno, 2005) e (Lopez, 2001). 

Com a utilização de primers específicos para espécies de 

Colletotrichum obtidos a partir da análise de sequência da região ITS, podem-se confirmar os 

resultados de morfologia e patogenicidade (Mills; Hodson; Brown 1992b, Freemam et al., 

2000, Fremam et al., 2001). 
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4.3 Suscetibilidade ao fungicida benomyl  

 

O fungicida benomyl pertence ao grupo dos benzimidazole, que 

compreende ainda os fungicidas carbendazim, tiabendazole, tiofonato metílico, que 

apresentam grande similaridade, tanto em seu aspecto fungistático como em suas estruturas 

químicas (Nene & Thaplyial, 1979). 

O benomyl possui atividade sistêmica, com função erradicante e 

protetora contra um grande espectro de doenças causadas por fungos (Worting, 1979). 

Isolados de C. acutatum demostram uma baixa sensibilidade ao 

fungicida em experimentos in vitro (Sonoda & Pelosi, 1988; Dias et al., 1995).  

Freeman et al. (1998) consideram que, em geral, os isolados de C. 

gloeosporioides são altamente sensíveis ao benomyl em ensaios de laboratório, enquanto os 

isolados de C. acutatum são relativamente insensíveis ao fungicida.   

Balardin & Rodrigues (1994) verificaram o efeito dos fungicidas no 

crescimento micelial in vitro de raças fisiológicas de C. lindemuthianum, utilizou os 

fungicidas tiofanato metílico + chlorothalonil, chlorothalonil, trifinil hidróxido de estanho, 

tiofanato metílico e benomyl em diferentes concentrações. Observaram variação significativa 

no crescimento micelial devido à ação dos fungicidas nas diferentes concentrações estudadas. 

O maior efeito inibidor foi causado por benomyl. A maior inibição foi observada pelos 

produtos com ação sistêmica, o que pode implicar em maior pressão de seleção e acarretar o 

surgimento de isolados adaptados.  

 

4.4 Controle com fungicidas 

 
A cultura da seringueira pode ser atacada por diferentes doenças. Estas 

doenças podem ser controladas com fungicidas que oferecem resultados satisfatórios para 

viveiros, jardins clonais e seringais jovens. Em seringais adultos, o uso de fungicidas é 

limitado pela falta de equipamentos de pulverizações adequados (Gasparotto et al, 1985). 

O controle da antracnose da seringueira pode ser feito preventivamente 

no viveiro e jardim clonal com fungicidas a base de chlorothalonil ou oxicloreto de cobre. No 
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painel de sangria, o controle pode ser efetuado através do pincelamento, ou pulverização, com 

fungicidas a base de chlorothalonil, chlorothalonil+tiofanato metílico, zineb+óleo vegetal, 

propiconazole e tebuconazole (Furtado & Trindade, 2005).  

Flutriafol (125g/L) é um fungicida sistêmico, do grupo químico dos 

triazóis, usado em pulverização para o controle das doenças da parte aérea das culturas de 

aveia, banana, café, melão, soja e trigo. Este fungicida além de controlar outros fungos, 

também controla o fungo Colletotrichum gossypii Soutn, agente causal da antracnose e 

tombamento do algodão (Agrofit, 2009). 

Tebuconazol (200g/L) é um fungicida sistêmico do grupo dos triazóis 

com ação preventiva e curativa. Este fungicida além de controlar outros fungos, também 

controla as seguintes espécies de Colletotrichum: Colletotrichum gossypii var. 

cephalosporioides A.S. (ramulose e tombamento do algodão), C. gloeosporioides (Penz.) 

Sacc. (Antracnose nos botões florais de citros, podridão de pós-colheita do mamão, manga, 

maracujá e podridão da uva madura) e C. orbiculare (Berk. & Mont.) Arx (Melancia) (Agrofit, 

2009). 

Epoxiconazol (50g/L)+piraclostrobina (133g/L) é um produto que 

apresenta duplo modo de ação, atuando através do ingrediente ativo epoxiconazol do grupo 

químico da estrobilurina, como inibidor da bio-síntese do ergostrol, o qual é um constituinte 

da membrana celular dos fungos e através do ingrediente ativo piraclostrobina do grupo 

químico dos triazóis, como inibidor do transporte de elétrons nas mitocôndrias das células dos 

fungos, inibindo a formação de ATP, essencial nos processos metabólicos dos fungos. Este 

fungicida controla a espécie de C. truncatum (Schwein.) Andrus et W.D. Moore é sinônimo de 

Vermicularia truncata Schwein. (Soja) (Agrofit, 2009). 

Clorotalonil (500g/Kg) do grupo químico de isoftalonitrila + 

Tiofanato-metílico (200g/Kg) do grupo químico do benzimidazol, trata-se de um fungicida pó 

molhável, com ações sistêmicas e de contato, empregado no controle de inúmeras doenças 

fúngicas em diversas culturas. Controla C. lindemuthianum (Sacc. et Magnus) Briosi et 

Cavara. (Feijão), C. orbiculare (Berk. & Mont.) Arx (Melancia, melão e pepino) e C. 

gloeosporioides (podridão da uva madura) (Agrofit, 2009). 

Captana (480g/L) do grupo químico da dicarboximida é um fungicida 

não sistêmico, com ação preventiva, utilizado no controle de doenças fúngicas, através da 
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aplicação foliar nas culturas de batata, cebola, maçã, tomate e uva e no tratamento das 

sementes das culturas de algodão, feijão, milho e soja. Controla Colletotrichum gossypii var. 

cephalosporioides A.S. (ramulose e tombamento do algodão), Colletotrichum gossypii Soutn 

(antracnose e tombamento do algodão), C. lindemuthianum (Sacc. et Magnus) Briosi et 

Cavara. (Feijão) e Colletotrichum dematium (Pers.) Grove (antracnose em soja) (Agrofit, 

2009). 

Mancozebe (800g/L) do grupo químico dos alquilenobis, com ação de 

contato. Atua sobre algumas espécies de Colletotrichum: C. gloeosporioides (Penz.) Sacc. 

(Antracnose nos botões florais de citros, mancha foliar da gala em maça, mamão, pimentão e 

manga), C. lindemuthianum (Sacc. et Magnus) Briosi et Cavara. (Feijão, feijão vagem) e C. 

orbiculare (Berk. & Mont.) Arx (Melancia, melão e pepino) (Agrofit, 2009).  

Carbendazim (500g/L) do grupo químico do benzimidazol é um 

fungicida sistêmico, indicado no tratamento de doenças da parte aérea nas culturas de citros, 

feijão, trigo, soja e no tratamento de sementes de feijão, soja e algodão. Atua no controle de 

Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides A.S. (ramulose e tombamento do algodão), C. 

gloeosporioides (Penz.) Sacc (Antracnose nos botões florais de citros), C. lindemuthianum 

(Sacc. et Magnus) Briosi et Cavara. (Feijão) e C. truncatum (Schwein.) Andrus et W.D. (Soja) 

(Agrofit, 2009).  

Azoxistrobina (200g/L) do grupo químico da estrobilurina + 

ciproconazol (80g/L) do grupo químico dos triazóis, é um fungicida sistêmico, usado em 

pulverizações preventivas, para o controle de doenças da parte aérea das culturas do algodão, 

café, cevada, milho, soja e trigo. Atua no controle de C. truncatum (Schwein.) Andrus et W.D. 

(Soja) (Agrofit, 2009). 

Propiconazol (250g/L) do grupo químico dos triazóis é um fungicida 

sistêmico recomendado para o controle de Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Sacc., 

agente causal da antracnose da seringueira (Agrofit, 2009). 

Considerando o aumento da intensidade de antracnose nos seringais e 

apouca disponibilidade de informações, há necessidade de mais estudos envolvendo este 

patossistema. Informações devem ser obtidas sobre a variabilidade do patógeno, o 

desenvolvimento de metodologia para avaliar o comportamento de clones de seringueira com 



13 
 

relação aos componentes de resistência, e conhecimento dos fatores que favorecem o 

desenvolvimento da doença, entre outros aspectos (Stradioto, 1992).   
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5 MATERIAL E MÉTODOS  

 

O experimento foi instalado na Fazenda Experimental Lageado, 

localizada no município de Botucatu, Estado de São Paulo e foi conduzido pelo período de 

dois anos. 

Este trabalho foi feito no Departamento de Defesa Fitossanitária, 

Faculdade de Ciências Agronômicas – Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita 

Filho” Campus de Botucatu - Laboratórios de Fitopatologia Florestal.  

O município de Botucatu tem como coordenadas a região central 

22°51’03”S e 48°25’37”W e altitude de 786m. O clima, segundo a classificação de Köppen é 

Cfa – moderado chuvoso, com quatro a seis meses consecutivos com temperatura média do ar 

acima de 10°C. A temperatura média anual é de 22,8°C no mês mais quente e de 16,7°C no 

mês mais frio, sendo a média anual de 20,6°C. Tem precipitação pluviométrica média de 

1518,8mm, sendo, em média, 229,5mm e 37,5mm para os meses de maior e menor 

precipitação, respectivamente (Martins, 1989). O tipo de solo enquadra-se na classe dos 

Latossolos Vermelho Escuro com textura arenosa (Pacola, 1997). 
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5.1 Obtenção e preservação dos isolados 

 

Para o isolamento do fungo coletou-se órgãos ou tecidos isolados 

como pecíolo, folhas, hastes, frutos e casca do painel de sangria de vários cultivares presentes 

no jardim clonal da UNESP – Botucatu e de algumas outras regiões do estado de São Paulo 

(Tabela 1). Utilizaram-se cultivares como: RRIM 600, PR 255, RRIM 701, GT 1 e PB 235, 

em condições de jardim clonal. Todas as plantas encontram-se com uniformidade de brotações 

(Figura 1). 

 

 
Figura 1. Sintomas de Colletotrichum spp. A: Folha; B: Haste; C: Fruto e D: Painel de sangria. 
 

As amostras coletadas foram levadas ao laboratório no qual foi feita a 

verificação dos conídios mediante exame no microscópio ótico. Para isolamento parte de cada 

amostra foi submetida a solução de álcool a 70% por um minuto, solução de hipoclorito de 

sódio a 2% por 2 minutos e por ultimo foi feito um enxague com água autoclavada estéril e, 

posteriormente, foram colocadas dentro da câmara de fluxo laminar sobre papel toalha para 

sua secagem. Logo foram colocados cortes finos em placas de Petri de 8 cm de diâmetro 

contendo meio Batata-Dextrose-Ágar (BDA) Difco® (39 g/L) e, oxitetraciclina (0,06 g/L), 

depois foram mantidas em Biological Oxygen Demand (BOD) a temperatura de 25±1 °C, 

durante 8 dias. 

A preservação em óleo mineral foi feita a partir de tubos de ensaio 

contendo meio BDA, este foi autoclavado e distribuído para os tubos contendo 5 mL de meio, 

após autoclavagem foram colocados em inclinação para sua solidificação. Logo na câmara de 

fluxo laminar foram colocados discos de 7 mm no centro e tampados com algodão esterilizado 

e, mantidos em BOD a temperatura de 25 °C, durante 5 dias. Após seu crescimento foi 
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depositado 6 mL de óleo mineral autoclavado, ficando um centímetro acima do crescimento 

do fungo. 

A preservação, do método Castelani foi feita em frascos de penicilina 

contendo 10 mL de água esterilizada e autoclavada. Foram adicionados oito discos de 7mm da 

colônia fúngica e posteriormente foram tampados com tampa de borracha e lacre de alumínio 

e, finalmente, fechados com alicate de recrave.  

A preservação ao frio (-80 °C) foi feita em tubos falcon de 15 mL, 

onde foram depositados micélios pertencentes a cada isolado, estes foram retirados das placas 

de Petri com ajuda de um bisturi. 

 

Tabela 1. Identificação dos isolados, procedência de diferentes clones de seringueira, citros e manga, local, 
tecido e data de coleta. 
              (continua) 

# Identificação Espécie Hospedeiro Clone Tecido Local 
Data de 
coleta 

1P Cg91 C. gloeosporioides Pimentão - Haste Pouso Alegre/MG 05/07 

2P Ca99 C.  acutatum Pimentão - Fruto 
Bragança 

Paulista/SP 
06/08 

3C FL1 Colletotrichum spp. Citros Laranja Flor Mirassolandia/SP 27/08/2009 
4C FL2 Colletotrichum spp. Citros Laranja Flor Mirassolandia/SP 27/08/2009 
5S Hevea 1 Colletotrichum spp. Seringueira RRIM 600 Fruto Jaci/SP 30/11/2008 
6S Hevea 2 Colletotrichum spp. Seringueira RRIM 600 Pecíolo Turiuba/SP 29/11/2008 
7S Hevea 3 Colletotrichum spp. Seringueira PB 235 Folha UNESP/Botucatu/SP 20/03/2009 
8S Hevea 4 Colletotrichum spp. Seringueira RRIM 937 Haste Planalto/SP 03/12/2008 
9S Hevea 5 Colletotrichum spp. Seringueira GT1 Fruto Jaci/SP 30/11/2008 

10S Hevea 6 Colletotrichum spp. Seringueira RRIM 937 Haste Planalto/SP 03/12/2008 
11S Hevea 7 Colletotrichum spp. Seringueira RRIM 600 Painel - - 
12S Hevea 8 Colletotrichum spp. Seringueira RRIM  701 Folha Unesp/Botucatu/SP 20/03/2009 
13S Hevea 9 Colletotrichum spp. Seringueira GT 1 Fruto Jaci/SP 30/11/2008 
14S 43 Colletotrichum spp. Seringueira - - Unesp/Botucatu/SP - 
15S 38 Colletotrichum spp. Seringueira - - Unesp/Botucatu/SP - 
16S Hevea 10 Colletotrichum spp. Seringueira GT 1 Fruto Jaci/SP 30/11/2008 
17S Hevea 11 Colletotrichum spp. Seringueira RRIM 937 Haste Planalto/SP 03/12/2008 
18S Hevea 12 Colletotrichum spp. Seringueira RRIM 600 Pecíolo Monte/SP 28/11/2008 
19C 11/78 C. gloeosporioides Citros - - Taquari/RS 03/01/1978 
20S 24 Colletotrichum spp. Seringueira - - Unesp/Botucatu/SP - 
21S Hevea 14 Colletotrichum spp. Seringueira GT 1 Fruto Jaci /SP 30/11/2008 
22S Hevea 15 Colletotrichum spp. Seringueira RRIM 600 Haste - - 
23S 41 Colletotrichum spp. Seringueira - - Unesp/Botucatu/SP - 
24S Hevea 16 Colletotrichum spp. Seringueira GT 1 Fruto Jaci/SP 30/11/2008 
25S S7 Colletotrichum spp. Seringueira - Haste Matão/SP 05/2003 
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Tabela 1. Identificação dos isolados, procedência de diferentes clones de seringueira, citros e manga, local, 
tecido e data de coleta.                
           (continua) 

# Identificação Espécie Hospedeiro Clone Tecido Local 
Data de 
coleta 

26S Hevea 17 Colletotrichum spp. Seringueira RRIM 937 Haste Planalto/SP 03/12/2008 
27M 04/07 Colletotrichum acutatum. Manga - - - 05/11/2007 
28S Hevea 19 Colletotrichum spp. Seringueira RRIM 600 Painel Jaci/SP 30/11/2008 
29S Hevea 20 Colletotrichum spp. Seringueira GT 1 Pecíolo Jaci/SP 30/11/2008 
30S Hevea 21 Colletotrichum spp. Seringueira RRIM 937 Haste Planalto/SP 03/12/2008 
31S Hevea 22 Colletotrichum spp. Seringueira GT 1 Folha Jaci/SP 30/11/2008 
32S Hevea 23 Colletotrichum spp. Seringueira RRIM 937 Haste Planalto/SP 03/12/2008 
33S Hevea 24 Colletotrichum spp. Seringueira RRIM 600 Pecíolo Turiuba/SP 29/11/2008 
34S Hevea 25 Colletotrichum spp. Seringueira RRIM 600 Fruto Jaci/SP 30/11/2008 
35S S6 Colletotrichum spp. Seringueira - Painel Ouro verde/SP 05/2003 
36S Hevea 26 Colletotrichum spp. Seringueira RRIM 600 Fruto Jaci/SP 30/11/2008 
37S Hevea 27 Colletotrichum spp. Seringueira RRIM 937 Haste Planalto/SP 03/12/2008 
38S Hevea 28 Colletotrichum spp. Seringueira GT 1 Painel Jaci/SP 30/11/2008 
39S Hevea 29 Colletotrichum spp. Seringueira GT 1 Peciolo Jaci/SP 30/11/2008 
40S Hevea 30 Colletotrichum spp. Seringueira RRIM 937 Haste Planalto/SP 03/12/2008 
41S Hevea 31 Colletotrichum spp. Seringueira RRIM 937 Haste Planalto/SP 03/12/2008 
42S Peciolo Colletotrichum spp. Seringueira - Peciolo - - 
43S Hevea 32 Colletotrichum spp. Seringueira RRIM 600 Haste Turiuba/SP 29/11/2008 
44S 6 Colletotrichum spp. Seringueira - - Unesp/Botucatu/SP - 
45S Folha Colletotrichum spp. Seringueira - - - - 
46S S8 Colletotrichum spp. Seringueira - Painel Barretos/SP 05/2003 
47S Folha Colletotrichum spp. Seringueira - Folha - - 
48S Hevea 33 Colletotrichum spp. Seringueira GT 1 Fruto Jaci/SP 30/11/2008 
49S Hevea 34 Colletotrichum spp. Seringueira RRIM 937 Haste Planalto/SP 03/12/2008 
50S Hevea 35 Colletotrichum spp. Seringueira RRIM 937 Haste Planalto/SP 03/12/2008 
51S Hevea 36 Colletotrichum spp. Seringueira GT 1 Painel Jaci/SP 30/11/2008 
52S S14 Colletotrichum spp. Seringueira - Haste Unesp/Botucatu/SP 05/2003 
53S Hevea 37 Colletotrichum spp. Seringueira GT 1 Painel Jaci/SP 30/11/2008 
54S Hevea 38 Colletotrichum spp. Seringueira RRIM 600 Painel Jaci/SP 30/11/2008 
55S Hevea 39 Colletotrichum spp. Seringueira GT 1 Peciolo Turiuba/SP 29/11/2008 
56S Hevea 40 Colletotrichum spp. Seringueira GT 1 Haste Unesp/Botucatu/SP 27/08/2009 
57S Hevea 41 Colletotrichum spp. Seringueira PB 235 Peciolo Unesp/Botucatu/SP 27/08/2009 
58S Hevea 42 Colletotrichum spp. Seringueira PR 255 Folha Unesp/Botucatu/SP 27/08/2009 
59S Hevea 43 Colletotrichum spp. Seringueira PR 255 Folha Unesp/Botucatu/SP 27/08/2009 
60S Hevea 44 Colletotrichum spp. Seringueira RRIM 600 Painel Macaubao/SP  
61S Hevea 45 Colletotrichum spp. Seringueira RRIM 600 Folha Unesp/Botucatu/SP 27/08/2009 
62S Hevea 46 Colletotrichum spp. Seringueira GT 1 Haste Unesp/Botucatu/SP 27/08/2009 
63S Hevea 47 Colletotrichum spp. Seringueira PR 255 Painel Unesp/Botucatu/SP 27/08/2009 
64S Hevea 48 Colletotrichum spp. Seringueira RRIM 600 Caule Mirassolandia/SP 27/08/2009 
65S Hevea 49 Colletotrichum spp. Seringueira RRIM 600 Caule Mirassolandia/SP 27/08/2009 
66S Hevea 50 Colletotrichum spp. Seringueira PR 255 Folha Unesp/Botucatu/SP 27/08/2009 
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Tabela 1. Identificação dos isolados, procedência de diferentes clones de seringueira, citros e manga, local, 
tecido e data de coleta.  

# Identificação Espécie Hospedeiro Clone Tecido Local 
Data de 
coleta 

67S Hevea 51 Colletotrichum spp. Seringueira PR 255 Painel Unesp/Botucatu/SP 27/08/2009 
68S Hevea 52 Colletotrichum spp. Seringueira RRIM 600 Haste Mirassolandia/SP 27/08/2009 
69S Hevea 53 Colletotrichum spp. Seringueira IAN 873 Folha Unesp/Botucatu/SP 27/08/2009 
70S Hevea 54 Colletotrichum spp. Seringueira GT 1 Folha Unesp/Botucatu/SP 27/08/2009 
71S Hevea 55 Colletotrichum spp. Seringueira RRIM 600 Haste Mirassolandia/SP 27/08/2009 
72S Hevea 56 Colletotrichum spp. Seringueira RRIM 600 Folha Unesp/Botucatu/SP 27/08/2009 
73S Hevea 57 Colletotrichum spp. Seringueira IAN 873 Painel Unesp/Botucatu/SP 27/08/2009 
74S Hevea 58 Colletotrichum spp. Seringueira GT 1 Folha Unesp/Botucatu/SP 27/08/2009 
75S Hevea 59 Colletotrichum spp. Seringueira GT 1 Folha Unesp/Botucatu/SP 27/08/2009 
76S Hevea 60 Colletotrichum spp. Seringueira RRIM 600 Haste Mirassolandia/SP 27/08/2009 
77S Hevea 61 Colletotrichum spp. Seringueira RRIM 937 Painel Buritama/SP 03/12/2008 
78S Hevea 62 Colletotrichum spp. Seringueira GT 1 Haste Unesp/Botucatu/SP 20/03/2009 
79S Hevea 63 Colletotrichum spp. Seringueira RRIM 600 Caule Mirassolandia/SP 27/08/2009 
80S Hevea 64 Colletotrichum spp. Seringueira RRIM 600 Folha Unesp/Botucatu/SP 27/08/2009 

P = Pimentão; C= Citros; S= seringueira e M= Manga 

 

 

5.2 Caracterização cultural 

 

A caracterização cultural baseou-se no crescimento micelial dos 

isolados em seis temperaturas 10, 15, 20, 25, 30 e 35±1 °C, em BOD, sob fotoperíodo 

alternado de 12 horas de luminosidade.  

Para estes experimentos foram selecionados quatro isolados de 

diferentes lugares da seringueira como: fruto (9S), painel de sangria (77S), haste (78S) e folha 

(31S). Também se utilizaram dois isolados fornecidos pelo Instituto Biológico de São Paulo, 

pertencentes às espécies de C. gloeosporioides (19C), obtido de citros, Colletotrichum spp., 

obtido de manga (27C). 

Para o experimento, foram retirados discos de 7 mm das bordas dos 

isolados de aproximadamente sete dias de crescimento em meio BDA Difco® e, transferidos 

para o centro de novas placas de Petri de 5.6 mm de diâmetro, contendo o mesmo meio.   

A avaliação foi realizada diariamente com auxilio de uma régua 

milimétrica, determinando-se o crescimento micelial (cm/dia) de cada isolado e nas diferentes 
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temperaturas. A identificação da coloração foi realizada no quarto dia. Verificou-se a 

concentração de esporos destas culturas, onde foram depositados 10 mL de água destilada 

estéril em cada placa. Para obtenção da suspensão dos esporos, o micélio do fungo foi raspado 

com auxílio de uma alça de Drigalski, logo esta foi peneirada para retirar o excesso de micélio.  

O delineamento foi inteiramente casualizado com esquema fatorial 6x6 

com cinco repetições. Para a concentração de esporos, o delineamento foi inteiramente 

casualizado com esquema fatorial 6x6 com quatro repetições.  

 Todos os dados foram sobmetidos e comparados por meio do teste de 

Tukey ao nível de 5% de probabilidade, utilizando o programa ASSISTAT versão 7.5 beta 

(2008) por Francisco de Assis S. e Silva DEAG-CTRN-UFCG Campina Grande-PB.  

Para todos os isolados foi feita a identificação da coloração (Figura 2) 

  

 
  Figura 2. Representação para dominação da coloração da colônia. 

 

 

5.3 Caracterização morfológica 

 

Foi determinado o comprimento e a largura dos conídios, em 

fotomicroscópio de fluorescência Olympus BX61, com filtro 450-490nm, e fotografadas com 
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o programa computacional Image-Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics, Inc.). Este foi realizado no 

Departamento de Morfologia do Instituto de Biociências – Laboratório de Genômica 

Integrativa – UNESP – Botucatu. Foram selecionados trinta e cinco isolados, e aleatoriamente 

foram medidos vinte conídios por isolado. A forma dos conídios foi classificada por tipo como 

apresentado na figura (Figura 3). A obtenção das lâminas foi realizada no processo de 

repicagem dos outros experimentos e com ajuda de uma alça foram retirados os esporos de 

cada colônia e depositados em cada lâmina contendo uma gota do corante de azul de algodão, 

logo foi colocada uma lamínula e, posteriormente, o esmalte nas bordas da lamínula, ficando 

assim preservadas até o momento da leitura.  

Os valores do comprimento e da largura foram analisados pelo 

delineamento inteiramente casualizado, onde os isolados são os tratamentos e os conídios as 

repetições, por meio do teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade, utilizando o programa 

ASSISTAT versão 7.5 beta (2008) por Francisco de Assis S. e Silva DEAG-CTRN-UFCG 

Campina Grande-PB. 

  

 
Figura 3. Formato dos conídios de Colletotrichum observados no microscópio ótico. I pontiagudo, 
pontiagudo; II pontiagudo, arredondado; III arredondado, arredondado.  

 

5.4 Culturas monospóricas 

 

Os experimentos foram realizados com o objetivo de verificar as 

possíveis diferenças na identificação molecular entre as culturas multispóricas e 

monospóricas.  
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Para a validação deste experimento foram selecionados seis isolados 

multispóricos, sendo quatro provenientes da seringueira 9S, 77S, 78S, 31S e dois isolados de 

pimentão, reconhecidamente pertencentes às espécies de C. gloeosporioides (Cg91) e C. 

acutatum (Ca99) cedidos pela Empresa SAKATA®. Estes isolados encontram-se localizados 

na Tabela 1 pela numeração 1P (Cg91) e 2P para (Ca91). 

 A metodologia utilizada foi descrita por Menezes, (1997) Para isso se 

preparou em tubos de ensaio, contendo 10 mL de água estéril, uma suspensão de esporos, bem 

diluída, de modo a conter 1 a 10 unidades por campo microscópico, quando examinada sobre 

uma lâmina no aumento de dez vezes. Logo se verteu 1 mL desta suspensão sobre a superfície 

de um meio sólido e se espalhou uniformemente, com movimentos rotatórios da placa feitos 

manualmente, até cobrir inteiramente a superfície do meio. Depois se procedeu a incubação 

das placas em posição inclinada, a temperatura ambiente, durante 36 horas. Após se procedeu 

ao exame das placas no estereoscópico e com auxilio de um estilete flambado se retirou 

pequenos quadrados de Agar (1 mm²) com o esporo já germinado, transferindo-o para o centro 

de uma placa de Petri, contendo meio de cultura BDA Difco®, em condições assépticas.  

 

5.5 Caracterização patogênica 

 

Seis isolados foram caracterizados em relação a sua patogenicidade, 

dois destes isolados pertencente á cultura de citros. O experimento foi realizado com folíolos 

destacados e discos de folíolos de seringueira (Figura 4). Para obtenção dos discos, estes 

foram furados com vasador de rolhas de 1,3 cm de diâmetro. A inoculação para ambos 

experimentos foi efetuada utilizando-se a aplicação de uma suspensão de conídios de 1 x 105 

conídios/mL,  sobre a superfície abaxial e adaxial do folíolo, com ajuda de um cotonete estéril. 

Os experimentos foram mantidos em câmara úmida a 25ºC, por quatro dias em BOD.  

Para a caracterização patogênica de folíolos destacados de seringueira 

foi elaborada uma escala de notas de 1 a 10 para determinar a porcentagem de lesão 

ocasionada pelo inóculo (Tabela 2) e, para o teste de patogenicidade pelo método de discos foi 

determinada uma escala de nota em porcentagem. Esta foi realizada com os mesmos discos 

que apresentaram a lesão (Figura 5).   
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Figura 4. A. Tratamentos de discos com a face abaxial e adaxial; B. Tratamento de folíolos destacados na 
face abaxial e adaxial.   
 
 

Tabela 2. Escala de nota em porcentagem.   
Nota % Nota % 

0 0 6 65 
1 5 7 75 
2 15 8 85 
3 25 9 95 
4 45 10 100 
5 50   

 

 

 
Figura 5. Escala de severidade em relação a necroses ( %). 

 

 

O delineamento foi inteiramente casualizado com esquema fatorial 7x2 

com quatro repetições para o primeiro experimento, e para o segundo 12 repetições.  
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 Todos os dados foram sobmetidos e comparados por meio do teste de 

Tukey ao nível de 5% de probabilidade, utilizando o programa ASSISTAT versão 7.5 beta 

(2008) por Francisco de Assis S. e Silva DEAG-CTRN-UFCG Campina Grande-PB. 

 

5.6 Sensibilidade ao fungicida benomyl 

 

Seis isolados (1C, 2C, 9S, 77S, 78S e 31S) foram testados quanto à 

sensibilidade ao fungicida benomyl.  

O mesmo foi incorporado ao meio fundente de BDA Difco® nas 

concentrações de 0, 1, 10, 100, 1000 ug i.a./mL. Após a solidificação do meio, um disco de 

micélio de 7 mm de cada isolado foi colocado no centro da placa de Petri de 5.6 mm de 

diâmetro. As placas foram incubadas a temperatura de 25±1°C em BOD, durante seis dias. 

As avaliações foram realizadas diariamente com auxilio de uma régua 

milimétrica, tomando-se a medida do diâmetro médio, o crescimento foi medido em cm/dia. 

Após verificou-se a concentração de esporos destas culturas, como a realizada no item 5.2. 

O delineamento foi inteiramente casualizado com esquema fatorial 6x5 

com cinco repetições. Todos os dados foram submetidos e comparados por meio do teste de 

Tukey ao nível de 5% de probabilidade, utilizando o programa ASSISTAT versão 7.5 beta 

(2008) por Francisco de Assis S. e Silva DEAG-CTRN-UFCG Campina Grande-PB. 

 

5.7 Identificação molecular 

5.7.1 Isolamento do DNA genômico  

 

Micélios de todos os isolados foram incubados a -80°C no momento da 

repicagem dos experimentos anteriores, e colocados em tubos Falcon de 15 mL. 

A extração de DNA genômico total foi realizada para 65 amostras 

utilizando-se o método de Dellaporta et al. (1983).  

Os micélios dos isolados foram colocados em tubos de microcentrífuga 

de 1500 µL, contendo 500 µL de tampão de extração (NaCl 0,5M; EDTA 0,05M; Tris-HCl 



24 
 

0,1M pH 8,0; β-mercaptoetanol 0,2%), este foi macerado com um pistilo plástico. Após a 

maceração foram adicionados 33 µL de SDS 20% a cada um dos tubos, os quais foram 

agitados por dois minutos e incubados a 65°C, por dez minutos. Em seguida foram 

adicionados 160 µL, de acetato de potássio 5M, e agitados por dois minutos, logo foram 

colocados na centrifuga a 12000 rpm, por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e 

transferido para um novo tubo de microcentrífuga, e após este foram adicionados 600 µL de 

isopropanol, a fim de precipitar o DNA. Foram agitados e submetidos à microcentrífuga a 

12000 rpm, durante dez minutos. O sobrenadante foi removido cuidadosamente sem remover 

o “pellet” e lavando-se 500 µL de etanol a 70% em cada tubo. Após este foram centrifugados 

por cinco minutos, e removindo cuidadosamente o sobrenadante. Finalmente as amostras 

foram secadas a temperatura ambiente e ressuspendido em 100 µL de água MilliQ.  

A qualidade e concentração do DNA foi verificado colocando-se 

alíquotas de 4 µL de cada amostra de DNA, misturadas com 2 µL de tampão carregamento 

Orange DNA Loading Dye da Fermentas, em gel de agarose a 0,8% em tampão TBE (0,1M 

Tris-HCl, 0,1M ácido bórico e 0,02mM EDTA pH 8,3). O gel foi submetido à eletroforese por 

80 V/ 90 minutos, as bandas foram coradas com brometo de etídio (10 mg/mL) e observadas 

através de transluminador UV.  

A quantificação do DNA foi realizada no Nanodrop (ACTGene, ASP 

2680 – Ver 3,5). A solução estoque de DNA foi diluída numa concentração final de 25ng/µL e 

estocadas em freezer a –20ºC, a fim de evitar a degradação do DNA, sendo descongeladas no 

momento das reações de PCR. 

 Outra metodologia utilizada foi empregando-se diretamente o esporo. 

Para isso, com a ajuda de uma alça estéril, dentro da câmara de fluxo laminar, foi feita uma 

raspagem da colônia fúngica com a ponta da alça. Logo esta é colocada em um tubo eppendorf 

de 1.5 mL contendo 50 µL de água MilliQ, se agita um pouco para que a solução fiquei 

homogênea, e em seguida foram preservados a – 20°C. Posteriormente são utilizados 3 µL da 

amostra para produto de PCR.  
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5.7.2 Análise por PCR 

  
Para a identificação molecular pela técnica de PCR (Polymerase Chain 

Reaction) foram utilizados primer específicos para C. gloeosporioides e C. acutatum, para a 

identificação de todos os isolados, junto com os monospóricos.  

Para todas as análises o reagente de extração utilizado foi PCR Master 

Mix (2X) da Fermentas®. Composto de 0,05 uni/ µL Taq DNA polimerase, 4 mM MgCl2, 0,4 

mM dATP, 0,4 mM dCTP, 0,4 mM dGTP  e  0,4 mM dTTP.  

A identificação de C. acutatum foi realizada com os primers Calnt2 

(5’- GGG GAA GCC TCT CGC GG-3’) e ITS4 (5’- TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC -3’) 

Sreenivasaprasad et al. (1996). A reação foi realizada utilizando 25 µL de volume total por 

amostra, contendo 12,5 µL de Master Mix (2X), 0,140 µL de cada um dos primer, 3 µL de 

DNA extraído e 9,22 de água livre de nuclease. O programa do termociclador foi programado 

para um ciclo de 30 segundos a 94 °C, 45 segundos a 62 °C e 90 segundos a 72 °C, seguido de 

um ciclo de 30 segundos a 94 °C, 45 segundos a 60 °C e 90 segundos a 72 °C finalizando com 

33 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 45 segundos a 58 °C e 90 segundos a 72 °C.  

Para a detecção de C. gloeosporioides foi utilizado os primers Cglnt 

(5’- GGC CTC CCG CCT CCG GGC GG-3’) e  ITS4 (5’- TCC TCC GCT TAT TGA TAT 

GC-3') descritos por Mills, Sreenivasaprasad e Brown (1992b). A reação foi realizada 

utilizando 25 µL de volume total por amostra, contendo 12,5 µL de Master Mix (2X), 0,140 

µL de cada um dos primer, 3 µL de DNA extraído e 9,22 de água livre de nuclease. O 

programa do termociclador programado para um ciclo de 30 segundos a 94 °C, 45 segundos a 

62 °C e 90 segundos a 72 °C, seguido de um ciclo de 30 segundos a 94 °C, 45 segundos a 60 

°C e 90 segundos a 72 °C finalizando com 33 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 45 segundos a 58 

°C e 90 segundos a 72 °C.  

Para todos os isolados junto com os monospóricos foram testados os 

primers ITS1 (5’- TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’)  e ITS4 (5’- TCC TCC GCT TAT 

TGA TAT GC-3') que permitiram a amplificação de uma pequena região (18S) e uma grande 

região (28S), e estes também permitiram a amplificação da região 5.8S do rDNA e os 

espaçadores internos transcritos (ITS1 e ITS2) White et al. (1990).   
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A reação foi realizada utilizando-se 25 µL de volume total por 

amostra, contendo 12,5 µL de Master Mix (2X), 0,140 µL de cada um dos primer, 3 µL de 

DNA extraído e 9,22 de água livre de nuclease.  O programa no termociclador foi programado 

um ciclo de 94 °C por 3 minutos, seguido de 45 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 55 °C por 1 

minuto e 72 °C por 2 minutos, com uma extenção final de 72 °C por 7 minutos. 

Os produtos de PCR foram aplicados em gel de agarose 1,2% contendo 

0,8 µL de brometo de etídio. A eletroforese foi realizada a 80 v / 250 mA / 90 minutos. Após a 

corrida, o gel foi colocado em um transluminador tipo STRATAGENE EAGLEEYE II de 

ultravioleta.  

 

5.8 Testes com extratos aquosos 

 

Avaliou-se o efeito de extratos aquosos de oito plantas na concentração 

de 5%, no crescimento micelial de um isolado de seringueira presente na tabela 1 e 

representado pelo #12S. Para a preparação das diluições foram utilizados oito extratos (Tabela 

3), que estavam com uma concentração de 5% e deste se partiu para fazer as diluições em série 

de 0, 1, 10, 100, 1000 e 10000 µg/i.a/mL. Estes foram colocados em frascos de Duran 

contendo 100 ml de água estéril e deixados durante 24 horas em agitação, após foram filtrados 

com ajuda de um tecido voil e colocados em novos frascos para a continuação das diluições 

em series. Todo o preparo foi feito em condições assépticas.  

 

Tabela 3. Denominação dos extratos aquosos utilizados no teste. 
# Nome comum Nome científico Órgão 
1 Santa Barbara ou Cinamomo Melia azedarach  Folha 
2 Eucalipto citrodora Corymbia citriodora Folhas 
3 Catiguá Trichilia clausenii Folhas 
4 Pau-de-ervilha Trichilia elegans Folhas 
5 Nim Azadirachta indica Sementes 
6 Santa Maria Chenopodium ambrosioides Folhas + Ramos + Flores 
7 Coentro Coriandrum sativum Sementes 
8 Pimenta do reino Piper nigrum  Frutos 
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Para avaliar a eficiência dos extratos aquosos, os mesmos foram 

incorporados ao meio fundente de BDA Difco® nas concentrações de 0, 1, 10, 100, 1000 e 

10000 µg/i.a/mL. Após a solidificação do meio, um disco de micélio de 7 mm de cada isolado 

foi colocado no centro da placa de Petri de 8 mm de diâmetro. As placas foram incubadas a 

temperatura de 25±1 °C em BOD, durante oito dias. 

As avaliações foram realizadas diariamente com auxilio de uma régua 

milimétrica. O crescimento foi medido em cm/dia.  

O delineamento foi inteiramente casualizado com esquema fatorial 8x6 

com cinco repetições. Todos os dados foram submetidos e comparados por meio do teste de 

Tukey ao nível de 5% de probabilidade, utilizando o programa ASSISTAT versão 7.5 beta 

(2008) por Francisco de Assis S. e Silva DEAG-CTRN-UFCG Campina Grande-PB. 

 

5.9 Teste com fungicidas 

 

Para estes experimentos foram selecionados quatro isolados de 

diferentes lugares da seringueira como: fruto (9S), painel de sangria (77S), haste (78S) e folha 

(31S).  

Estes isolados foram testados quanto à sensibilidade aos fungicidas 

flutriafol, tebuconazol, epoxiconazol + piradostrobina, clorotalonil + tiofonato-metílico, 

captana, mancozebe, carbendazim, azoxistrobina + ciproconazol e propiconazol, nas 

concentrações de 0, 1, 10, 100 e 1000 ug i.a./mL. As características gerais de cada fungicida 

encontram-se na (Tabela 4). 
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Tabela 4. Marca comercial, ingrediente ativo, grupo químico, modo de ação, e concentração do produto 
comercial dos fungicidas utilizados neste experimento. 

# 
Marca comercial Ingrediente ativo 

Grupo 
químico 

Modo de ação Concentração 

1 Impact (SC) Flutriafol Triazol Sistêmico 125 g/L 
2 Folicur 200 EC Tebuconazol Triazol Sistêmico 200 g/L 

3 Opera (SE) 
Epoxiconazol 

Piraclostrobina 
Triazol 

Estrobilurina 
Sistêmico 

50 g/L 
133 g/L 

4 Cerconil (WP) 
Clorotalonil 

Tiofanato-metílico 
Isoftalonitrila 
Benzimidazol 

Sistêmico e de contato 
500 g/Kg 
200 g/Kg 

5 Captan (SC) Captana Dicarboximida Preventiva 480 g/L 
6 Dithane NT (WP) Mancozebe Alquilenobis De contato 800 g/Kg 
7 Derosal 500 (SC) Carbendazim Benzimidazol Sistêmico 500 g/L 

8 Priori Xtra (SC) 
Azoxistrobina 
Ciproconazol 

Estrobilurina 
Triazol 

Sistêmico 
200 g/L 
80 g/L 

9 Tilt (WP) Propiconazol Triazol Sistêmico 250 g/L 
10 Testemunha BDA Difco®    

Fonte: AGROFIT (Ministério de Agricultura, Pecuária e Abastecimento), 2009.  

  

Para avaliar a eficiência dos produtos químicos no crescimento 

micelial dos isolados, se procedeu ao cálculo de ingrediente ativo de cada fungicida e a 

diluição em água autoclavada.  

Os fungicidas foram incorporados em BDA autoclavado e vertidos 

para placas de Petri de 5.6 mm de diâmetro. Após a solidificação do meio, um disco de 

micélio de 7 mm de cada isolado foi colocado no centro da placa de Petri. As placas foram 

incubadas a temperatura de 25±1 °C em BOD, durante cinco dias.  

As avaliações foram realizadas diariamente com auxilio de uma régua 

milimétrica, tomando-se a medida do diâmetro médio, o crescimento foi medido em cm/dia.  

O delineamento foi inteiramente casualizado com esquema fatorial 9x5 

com cinco repetições para os quatro isolados. Todos os dados foram sobmetidos e comparados 

por meio do teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade, utilizando o programa 

ASSISTAT versão 7.5 beta (2008) por Francisco de Assis S. e Silva DEAG-CTRN-UFCG 

Campina Grande-PB. 
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6 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

6.1 Caracterização cultural dos isolados de Colletotrichum 

De acordo com a Tabela 5, os isolados foram classificados em grupos, 

devido à alta variação de coloração (Figura 6).  

Tabela 5. Classificação dos isolados de Colletotrichum, em função da coloração da colônia no verso e 
reverso de placas de Petri. Colônias desenvolvidas em BDA, sob 25±1ºC, fotoperíodo de 24 horas aos seis dias 
após a repicagem.                      
                       (Continua) 

Isolados Verso Reverso Isolados Verso Reverso 

1P Cinza, laranja Laranja, cinza 15S Laranja Laranja, cinza 

2P Cinza  Cinza 16S Laranja Laranja 

3C Laranja Amarela laranja 17S Laranja Laranja 

4C Laranja Amarela laranja 18S Laranja Laranja 

5S Cinza claro Cinza 19C Cinza claro Cinza 

6S Cinza claro Cinza 20S Laranja Laranja 

7S Laranja Laranja 21S Laranja Laranja 

8S Cinza claro Cinza 22S Cinza claro Cinza 

9S Laranja, cinza Laranja 23S Laranja, cinza Laranja, cinza 

10S Cinza claro Cinza 24S Laranja, cinza Laranja 

11S Cinza claro Cinza 25S Cinza claro Cinza 

12S Cinza claro Branco 26S Cinza claro Cinza 

13S Laranja, cinza Laranja 27M Laranja, cinza Cinza, laranja 

14S Laranja, cinza Laranja, cinza 28S Cinza claro Cinza 
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Tabela 5. Classificação dos isolados de Colletotrichum, em função da coloração da colônia no verso e 
reverso de placas de Petri. Colônias desenvolvidas em BDA, sob 25±1ºC, fotoperíodo de 24 horas aos seis dias 
após a repicagem.                       

Isolados  Verso  Reverso Isolados Verso  Reverso 

29S Cinza, laranja Cinza, laranja 55S Laranja, cinza Laranja 

30S Cinza claro Cinza 56S Laranja, cinza Laranja 

31S Laranja Laranja 57S Laranja Laranja 

32S Laranja Laranja 58S Laranja Laranja 

33S Laranja Laranja 59S Laranja, creme Laranja 

34S Cinza claro Cinza 60S Laranja Laranja 

35S Laranja Laranja 61S Laranja Laranja 

36S Laranja Laranja 62S Laranja Laranja 

37S Cinza claro Cinza 63S Laranja Laranja 

38S Cinza claro Cinza 64S Laranja Laranja 

39S Laranja Laranja 65S Laranja, cinza Laranja 

40S Cinza claro Cinca 66S Laranja, cinza Laranja 

41S Cinza claro Cinza 67S Laranja, cinza Laranja 

42S Laranja Laranja 68S Laranja Laranja 

43S Laranja Laranja 69S Laranja Laranja 

44S Cinza claro Cinza 70S Cinza, laranja Laranja 

45S Laranja cinza Laranja 71S Cinza, Laranja Laranja 

46S Cinza claro Cinza 72S Laranja Laranja 

47S Laranja Laranja 73S Laranja Laranja 

48S Laranja Laranja 74S Laranja Laranja 

49S Laranja Laranja 75S Laranja, cinza Laranja 

50S Laranja Laranja 76S Laranja, cinza Laranja 

51S Cinza claro Cinza 77S Cinza, Laranja Laranja 

52S Laranja, cinza Laranja 78S Laranja, cinza Laranja 

53S Cinza claro Cinza 79S Laranja Laranja 

54S Cinza claro Cinza 80S Laranja, cinza Laranja 
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1P 

 
2P 

 
3C  

4C 

 
9S 

 
9*S 

 
19C 

 
27M 

 
29S 

 
29*S 

 
31S  

37S 

 
59S 

 

 
65S 

 

 
66S 

 
70S 

 

 
71S 

 
73S 

 

 
77S 

 
78S 

Figura 6. Aspecto das colônias de Colletotrichum em meio BDA Difco®. 1P e 2P isolados padrões fornecidos 
pela Empresa Sakata e correspondem a Colletotrichum gloeosporioides e C. acutatum respectivamente. 9* e 29* 
são isolados idênticos às números correspondentes. 
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Todos os isolados que apresentam uma coloração no sentido verso 

apresentaram também um reflexo da coloração no sentido reverso.  

O primeiro grupo esta composto pelos isolados: 1P, 3C, 4C, 7S, 9S, 

13S, 14S, 15S, 16S, 17S, 18S, 20S, 21S, 23S, 24S, 27M, 29S, 31S, 32S, 33S, 35S, 36S, 39S, 

42S, 43S, 45S, 47S, 48S, 49S, 50S, 52S, 55S, 56S, 57S, 58S, 59S, 60S, 61S, 62S, 63S, 64S, 

65S, 66S, 67S, 68S, 69S, 70S, 71S, 72S, 73S, 74S, 75S, 76S, 77S, 78S, 79S e 80S. Estes 

isolados apresentam uma coloração laranja cinza, e em algumas colônias laranja em sua 

totalidade observada pelo fundo da placa. Estes isolados vêm acompanhados de uma massa 

laranja de esporos, que é responsável pela tonalidade de cor da colônia.    

Características deste grupo são semelhantes às características 

encontradas por Gunnel (1992); Sutton (1992) e Tozze Júnior (2007).  

Sutton (1992) descreveu C. acutatum como colônias brancas que vão 

tornando-se cinza escuro e pelo lado reverso apresentam uma coloração rosada. Os conídios 

são formados em massa apresentando coloração rosa a laranja. 

Os isolados padrões 1P e 27M e nossos isolados pertencentes a este 

grupo. São isolados que tem características semelhantes às determinadas pelos autores, já 

mencionados.  Determinando assim este grupo como C. acutatum.  

Quando se compara o isolado padrão 1P do pimentão com os isolados 

da seringueira, podemos dizer que são bastante diferentes quanto sua coloração. O isolado 1P 

é mais cinza e com pouca massa conidial. Os isolados da seringueira, junto com o isolado 27M 

de manga (C. acutatum) de citros, apresentam uma coloração mais laranja cinza e laranja e 

com bastante massa conidial.  Entre o isolado padrão e os isolados da seringueira, não foi 

possível determinar que são iguais.  

O segundo grupo está composto pelos isolados 2P, 5S, 6S, 8S, 10S, 

11S, 12S, 19C, 22C, 25S, 26S, 28S, 30S, 34S, 37S, 38S, 40S, 41S, 44S, 46S, 51S, 53S e 54S. 

Estes isolados apresentam uma coloração cinza claro.  

Características deste grupo são semelhantes às características 

encontradas por Tozze Júnior (2007).  

Sutton (1992) descreve C. gloeosporioides como colônias variáveis, de 

cinza branco à cinza escuro.   
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Este segundo grupo foi classificado como C. gloeosporioides, já que 

apresenta características semelhantes aos autores já mencionados.  

Os isolados padrões 2P e 19M e os isolados da seringueira 

apresentaram semelhanças entre si.   

Embora essas características se ajustem a determinação da espécie de 

C. acutatum e C. gloeosporioides, não é fator determinante para decidir a espécie, já que a 

coloração é uma característica que muda constantemente entre isolados e entre eles mesmos. 

Um exemplo é o isolado 9S e 29S representados na Figura 6. Onde não se mantém uma 

originalidade da sua cor.   

No Brasil, apenas C. gloeosporioides foi identificado como causador 

da antracnose da seringueira (Silveira, 1987, 1992a; Gasparotto et al., 1984; Trindade & 

Gasparotto, 1982). Pelos resultados obtidos quanto à coloração, pode-se afirmar que mais de 

uma espécies de Colletotrichum esteja causando doença em seringueira, dentre elas C. 

acutatum, cuja ocorrência já é descrita no Sri Lanka Jayasinghe (1997) e na India Saha (2002). 

 

6.1.2 Velocidade de crescimento de isolados de Colletotrichum em seis 

temperaturas 

 

Todos os isolados têm como ponto de partida 0,7 cm, referente ao 

disco de micélio depositado. Partindo das médias gerais do crescimento micelial, obtidas a 

partir dos valores do diâmetro da colônia, a melhor temperatura para os isolados 19C, 27M, 

9S, 77S, 78S e 31S (Tabela 6) foi a 25°C.  O isolado 31 embora tenha crescido a 25°C, teve 

também um bom crescimento a 30°C, como pode ser visualizado na Figura 7. 

Tozze Júnior (2006) verificou que isolados causadores de antracnose 

de solanáceas apresentaram um melhor crescimento micelial na temperatura de 25 °C.   

Vinnere (2004); Tozze Júnior (2007) e Takahashi (2008) verificaram que C. gloeosporioides 

tem um desenvolvimento maior que C. acutatum.    

O isolado 31S obtido de folha, mostrou-se bastante adaptado a todas as 

temperaturas utilizadas, comparado com os outros isolados. Pelas informações já descritas na 

coloração, o isolado ajustou-se a Colletotrichum acutatum.  
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O isolado padrão 19C de citros pertencente à espécie de C. 

gloeosporioides apresentou um crescimento menor, quando comparado com o isolado padrão 

27M de manga pertencente à espécie de C. acutatum.  

Concluí-se que o fator temperatura para isolados de seringueira não 

determinou a espécie, já que os isolados padrões pertencentes às duas espécies de 

Colletotrichum, não se mostraram semelhantes as já descritas pelos autores mencionados.  

Possivelmente esta variação se deva a que são isolados preservados, e 

no momento de entrar em contato com o meio. Um pode ficar mais ativo que outro, e 

desenvolver-se com mais rapidez.   

 
Tabela 6. Diâmetro (cm) da colônia de Colletotrichum spp. desenvolvidos em BDA Difco®, fotoperíodo de 
12 horas, aos sete dias após a repicagem, em seis temperaturas. 

Temperaturas (°C) 

Isolados 10 15 20 25 30 35 Médias 

19C 1,15 dA 2,35 cA 3,02 bC 3,50 aD 1,29 dE 0,70 eC 2,00 d 

27M 0,80 eB 1,62 dC 3,49 bB 4,47 aB 1,85 cdD 2,02 cA 2,37 b 

9S 0,96 dAB 2,13 cAB 3,14 bC 4,16 aC 2,30 cC 0,70 eC 2,23 c 

77S 0,96 eAB 1,95 cB 2,93 bC 4,38 aBC 2,87 bB 1,63 dB 2,45 b 

78S 0,90 cB 0,93 cD 2,52 bD 3,72 aD 2,46 bC 0,78 cC 1,88 e 

31S 0,80 eB 2,30 cA 4,17 bA 5,34 aA 5,54 aA 1,44 dB 3,26 a 

Médias 0,93 f 1,88 d 3,21 b 4,26 a 2,72 c 1,21 e  

CV% 5,64 

Para os fatores temperatura e isolado as médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente 
entre si. Teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade.  
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Figura 7. Diâmetro médio (cm) do crescimento micelial  de seis isolados de Colletotrichum spp. 
submetidos a seis temperaturas. 
 
 

Quanto a concentração de esporos nas seis temperaturas (Tabela 7), 

mostrou-se que as temperaturas de 20 e 25ºC foram as melhores na produção de esporos 

quando comparadas com as médias, um bom detalhamanto mostra-se na Figura 8.  

Quanto aos isolados, o isolado 27M na temperatura de 25°C  mostrou-

se superior aos demais isolados.  

Quando se compara o crescimento micelial e a concentração de 

esporos, ve-se que não é fator primordial,  já que crescimento não esta ligado à quantidade de 

esporulação. Pode-se ver o isolado 31S que apresentou um bom crescimento na temperatura de 

25°C, obteve uma abaixa concentração de esporos na temperatura de 25°C,  quando 

comparado com o isolado 27M que teve um crescimento inferior na temperatura de 25°C  e 

uma concentração de esporos superior. 

Uma segunda hipoteses que pode ser feita é que o isolado 31S cresceu 

mais e com maior concentração de esporos na temperatura de 30°C, e o isolado 19 foi inferior 

ao 31 nas duas variáveis analisadas. 

Os resultados demostram que a concentração de esporos não é fator 

que vem correlacionado com o crescimento micelial.  
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Tabela 7. Concentração (número de esporos x 105) de esporos de isolados de Colletotrichum spp. 
desenvolvidos em meio BDA, fotoperíodo de 24 horas, após seis dias da repicagem nas seis temperaturas. 

Temperaturas °C 

Isolados 10 15 20 25 30 35 Médias 

19C 3,50 bA 23,50 bAB 98,50 aA 86,00 aB 2,75 bB 1,50 bA 35,96 a 

27M 8,25 dA 39,00 cA 70,00 bB 131,25 aA 0,50 dB 0,50 dA 41,58 a 

9S 1,00 bA 24,00 abAB 38,00 aD 11,25 bD 3,00 bB 0,75 bA 13,00 c 

77S 6,00 bcA 23,00 bcAB 68,75 aBC 27,00 bD 15,50 bcB 0,25 cA 23,42 b 

78S 1,25 bA 14,00 bB 45,50 aCD 52,25 aC 12,50 bB 0,50 bA 21,00 bc 

31S 0,25 cA 2,75 cB 43,50 bD 55,50 bC 161,75 aA 0,25 cA   44,00 a 

Médias 3,76 d 21,04 c 60,71 a 60,54 a 32,67 b 0,63 d  

CV% 39,49 

Para o fator temperatura e concentração de esporo do isolado as médias seguidas pela mesma letra não 
diferem estatisticamente entre si. Teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade.  

 

 

Figura 8. Concentração de esporos (x 105) de seis isolados de Colletotrichum spp.em seis 
temperaturas. 
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6.2 Caracterização morfológica    

 

Os resultados mostraram três tipos de formatos, tendo uma média geral 

para cada tipo (Tabela 8). A média foi de 42% (I), 48% (II) e 10 % (III). 

Os isolados padrões 1P, 2P 19C e 27M se ajustam as respectivas 

espécies. Só que quando se quer identificar os isolados da seringueira, existe uma faixa de 

sobreposição de dimensões entre as espécies.  

Vários autores descrevem estas duas espécies da seguinte forma 

quanto ao tamanho dos conídios: C. acutatum 8 – 16 x 2,5 – 4 µm (Dyko; Mordue, 1979), 8,5 

– 10 x 4,5 – 6,0 µm (Sutton, 1980), 8,5 – 16,5 x 2,5 – 4 µm (Sutton, 1992) enquanto que C. 

gloeosporioides 5,0 x 47,5 x 2,5 – 7,5 (Mordue, 1971), 9 – 24 x 3 – 4,5 µm (Sutton, 1980) e 

12 – 17 x 3,5 – 6 µm (Sutton, 1992).  

Com relação à morfologia dos conídios tem sido utilizada por vários 

autores (Veras; Gasparoto; Menezes 1997, Furtado, et al., 1999, Tozze Júnior 2006 e 2007, 

Takahashi 2008, Bueno 2005).  

Segundo Sutton (1992), C. acutatum apresenta conídios fusiformes 

com ápices afilados e C. gloeosporioides apresenta conídios em forma cilíndrica e com ápices 

arredondados.  

O isolado 3C e 4C de citros apresentaram características que se 

ajustam à C. acutatum, quanto a seu formato e a suas dimensões.  

Tendo como base as dimensões e os formatos. Os isolados da 

seringueira que se ajustam à C. acutatum são os seguintes: 9S, 18S, 36S, 60S, 64S, 65S, 68S, 

75S, 76S e 77S. Para C. gloeosporioides são: 11S, 17S, 29S, 31S, 37S, 51S, 59S, 63S, 66S, 

67S, 69S, 70S, 71S, 72S, 73S, 78S, 79S e 80S.  

Quando estes isolados são comparados com a caracterização cultural, 

mostram que só os isolados 9S, 11S, 18S, 36S, 37S, 51S, 60S, 64S, 65S e 68S, coincidem com 

as características descritas para C. acutatum e para C. gloeosporioides. 

Dentro destes isolados foi grande a variação estudada, dificultando a 

identificação das espécies.  
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Este fato tem sido relatado por outros autores e é verdadeiro 

especialmente para o gênero Colletotrichum. Formas intermediárias são comuns 

principalmente, devido à influência do ambiente (Tozze Júnior, 2006).  

 
Tabela 8. Comprimento (µm), largura (µm), Amplitude (µm), e formato dos conídios de Colletotrichum 

spp. 
(continua) 

Formato % 
Isolados 

Comprimento 

(µm) 

Amplitude 

(µm) 

Largura 

(µm) 

Amplitude 

(µm) 
Médias 

I II III 

1P 12,99 já (11,1 – 15,25) 3,58 aB (3,26 – 3,96) 8,28 efghij 100 0 0 

2P 12,11 A (9,69 – 14,47) 2,64 aB (2,02 – 2,95) 7,37 il 20 75 5 

3C 13,62 fghijA (9,54 – 18,68) 3,70 aB (3,26 – 4,39) 8,66 defgh 50 20 30 

4C 14,09 efghijA (11,73 – 18,05) 3,81 aB (2,96 – 4,38) 8,95 cdefg 90 10 0 

8S 15,21 bcdefA (12,79 – 25,05) 3,32 aB (2,94 -3,82) 9,27 abcdef 10 25 65 

9S 14,35 defghijA (9,8 – 17,67) 3,35 aB (2,45 – 4,22) 8,85 cdefg 60 35 5 

11S 12,29 A (9,19 – 14,69) 2,66 aB (2,02 – 2,99) 7,48 hil 0 100 0 

17S 11,04 A (8,22 – 16,06) 2,98 aB (2,28 – 3,64) 7,01  l 30 70 0 

18S 17,07 aA            (15,27 -18,65) 3,23 aB (2,77 – 3,81) 10,15 ab 100 0 0 

19C 13,90 fghijA (10,60 – 19,43) 3,20 aB (2,36 – 4,19) 8,55 efghi 35 50 15 

27M 12,47 A (8,92 – 15,22) 3,78 aB (2,95 – 4,52) 8,13 fghil 90 10 0 

29S 15,61 abcdeA (11,89 – 18,07) 4,14 aB (3,30 – 4,67) 9,87 abc 15 65 20 

31S 14,66 cdefghijA (12,34 – 17) 4,09 aB (2,98 – 5,20) 9,37 abcde 20 80 0 

36S 13,17 hijA (9,57 -20,57) 2,80 aB (2,36 – 3,37) 7,98 ghil 55 40 5 

37S 11,12 A (7,31 -15,05) 2,92 aB (2,11 – 4,38) 7,02  l 20 80 0 

51S 12,70 A (9,47 – 16,04) 3,56 aB (2,71 – 4,87) 8,13 fghil 30 70 0 

59S 16,83 abA           (13,33 – 24,02) 3,83 aB               (2,52 – 5,20) 10,33 a 20 75 5 

60S 14,30 defghijA (11,91 – 16,78) 3,88 aB (2,70 – 4,66) 9,09 bcdefg 60 35 5 

63S 13,74 fghijA (11,61 – 16,54) 3,23 aB (2,46 – 3,79) 8,49 efghi 35 50 15 

64S 13,11 ijA (10,81 – 19,09) 3,41 aB (2,70 – 4,17) 8,26 efghij 55 25 30 

65S 13,71 fghijA (10,87 – 16,17) 3,13 aB (2,77 – 3,68) 8,42 efghi 75 10 15 

66S 15,23 bcdefA (12,34 – 18,38) 3,45 aB (2,80 – 4,42) 9,34 abcde 30 55 15 

67S 14,14 defghijA (8,53 – 17,29) 3,74 aB (2,60 – 4,47) 8,94 cdefg 20 60 20 

68S 13,89 fghijA (12,27 – 15,94) 3,34 aB (2,71 – 4,13) 8,61 efgh 50 45 5 

69S 13,29 ghijA (10,40 – 15,58) 3,63 aB (2,88 – 4,55) 8,46 efghi 30 40 30 

70S 14,52 defghijA (12,15 – 16,32) 3,69 aB (2,48 – 5,06) 9,11 bcdefg 15 80 5 
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Tabela 8. Comprimento (µm), largura (µm), amplitude (µm), e formato dos conídios de Colletotrichum spp. 
Formato % 

Isolados 
Comprimento 

(µm) 

Amplitude 

(µm) 

Largura 

(µm) 

Amplitude 

(µm) 
Médias 

I II II 

71S 15,74 abcdeA (12,6 – 18,89) 3,89 aB (3,14 – 4,82) 9,82 abcd 35 55 10 

72S 13,66 fghijA (10,68 – 17,23) 3,04 aB (2,71 – 3,64) 8,35 efghi 45 50 5 

73S 14,72 cdefghiA (10,34 – 20,98) 3,62 aB (3,03 – 4,41) 9,17 abcdefg 40 55 5 

75S 15,81 abcdA (13,43 – 17,28) 3,89 aB (3,29 – 4,71) 9,85 abcd 50 35 15 

76S 14,52 defghijA (12,28 – 18,66) 3,23 aB (2,78 – 3,56) 8,87 cdefg 65 25 10 

77S 11,50 A (8,33 – 14,49) 2,77 aB (2,12 – 3,27) 7,14 l 65 30 5 

78S 16,22 abcA (13,61 -18,27) 3,43 aB (2,75 – 3,96) 9,82 abcd 25 75 0 

79S 14,96 cdefgA (12,88 – 16,85) 3,64 aB (2,88 – 4,42) 9,30 abcdef 30 70 0 

80S 14,81 cdefghA (10,81 – 18,54) 3,74 aB (2,64 – 4,27) 9,27 abcdef 10 75 15 

Médias 14, 03 a  3,44 b   42 48 10 

CV% 16 

As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. Teste de Tukey ao nível de 5% 
de probabilidade. Formato: I = < > (ponte agudo, ponte agudo); II  =  < Ͻ (ponte agudo, arredondado) e III 
= C Ͻ  (arredondado, arredondado).  
 
 

6.3 Caracterização monospórica 

 As culturas monospóricas foram obtidas a partir de um único 

conídio (Figura 9) com a finalidade de identificar molecularmente os isolados e verificar se 

existem diferenças quanto à amplificação da PCR de um isolado para outro. Dados que são 

discutidos no item 7.6. Na Figura 10 pode-se ver o aspecto da colônia, pertencentes aos seis 

isolados testados (1P, 2P, 9S, 77S, 78S e 31S).  

 
Figura 9. Germinação de conídios de Colletotrichum spp. após o período de incubação, e observados por 

meio de um estereoscópico. O círculo representa um único conídio presente na placa de Petri. 
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A 

      

 1P 2P 9S 31S 77S 78S 

B 

      

Figura 10. Aspecto das colônias de Colletotrichum spp. obtidas a partir de um conídio germinado. 
A =  verso; B = reverso. 
 
 
 

Quando se observa a coloração da colônia, vemos que o isolado padrão 

1P (C. gloeosporioides) é diferente do 2P (C. acutatum). Tendo como base os critérios de 

identificação cultural, eles se ajustam aos critérios mesmos da espécie Sutton (1992). 

Enquanto que os isolados da seringueira, quando comparados com os 

isolados padrões, mostram diferenças entre si. Sendo os isolados mais laranjas que o isolado 

2P que é amarelo.   

Quando se compara os isolados monospóricos com os multispóricos do 

ponto de vista da coloração, vemos que as diferenças são poucas.   

Segunda Serra (2008), quando se compara os isolados monospóricos 

com multispóricos não se observou variação expressiva na morfologia da colônia. Só 

conseguiu observar com dois isolados monospóricos, que mostraram características 

morfológicas diferentes dos multispóricos.  

  

6.4 Caracterização patogênica 

6.4.1 Caracterização patogênica de folíolos destacados 
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Todos os isolados foram patogênicos, quando inoculados em folíolos 

de seringueira (Figura 11). Os Isolados 3C e 4C obtidos de citros foram patogênicos às folhas 

de seringueira. A testemunha apresentou 0 % de lesão.  

Não foi aplicado o teste de comparação porque o f da interação não foi 

significativo. 

O isolado 9S apresentou maior grão de lesão em comparação com os 

outros tratamentos (Tabela 9).  

A incidência foi determinada pela ausência (-) e presença (+) da lesão 

na folha. O isolado 9S e 78S foram patogênicos nas oito repetições, sendo 4 abaxial e 4 

adaxial (Tabela 10).  

Isolados de Colletotrichum provenientes de citros, mamão, manga, 

pimentão e seringueira apresentam uma ampla gama de patogenicidade e virulência quando 

inoculados em frutos de abacate, mamão, maça, pimentão, folhas de mangueira e folíolos de 

seringueira (Stradioto, 1992).  

Folíolos jovens, 8 a 9 dias após a emissão foliar de seringueira foram 

suscetíveis a C. gloeosporioides.  

Para o teste de patogenicidade de folíolo destacado de seringueira 

demonstra que folíolos de seringueira são suscetíveis a isolados provenientes de Citros e a 

isolados provenientes da mesma planta.  
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Figura 11. Tratamentos em folíolos destacados. Testemunha e isolados (78S, 77S, 9S, 3C, 4C, e 31S). A = 
Adaxial e B = Abaxial. 
  
 

Tabela 9. Patogenicidade em folíolos destacados, na superfície abaxial e adaxial, tendo como 
inóculo seis isolados e uma testemunha. 

Face do folíolo (%)   

Isolado/Hospedeiro Abaxial Adaxial Médias 

4C 26,25 28,75 27,50 bc 

3C 26,25 12,50 19,38 bc 

9C 98,75 60,00 79,38 a 

77C 3,75 7,50 5,63 bc 

78C 65,00 27,50 46,25 ab 

31C 11,25 7,50 9,38 bc 

Testemunha 0,00 0,00 0,00 c 

Médias 33,04 a 20,54 a  

CV% 101,53 

Para o fator isolado e fator folha, as médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. 
Teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade.  
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Tabela 10. Incidência e ausência de seis isolados, mas uma testemunha na fase abaxial e adaxial de 
folíolos destacados. 

Repetições 1 2 3 4 5 6 7 8 

Isolado/Hospdeiro Abaxial Adaxial Abaxial Adaxial Abaxial Adaxial Abaxial Adaxial 

3C - - - - + + + + 

4C + + - + + + + + 

9S + + + + + + + + 

77S - - + - - + - + 

78S - + + + + + + + 

31S - - - - + + - - 

Testemunha - - - - - - - - 

 
 
 

6.4.2 Patogenicidade de isolados de Colletotrichum spp. pelo método de 

discos de folíolos de seringueira  

 
A testemunha teve 0% de lesão, quando comparados com os isolados 

onde todos foram patogênicos (Figura 12).  

 

 
Figura 12. Aspecto de discos de folíolos de seringueira inoculados com esporos de seis isolados de 
Colletotrichum spp. Testemunha e isolados (78S, 77S, 9S, 3C, 4C, e 31S). 
   

 
Em relação às avaliações feitas, os isolados e as faces dos folíolos 

abaxial e adaxial foram significativos. Enquanto que a interação não foi significativa (Tabela 
11). 
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O isolado 31S mostrou-se como um isolado bastante agressivo, já que 

atingiu 100 % da lesão, quando comparados com os outros isolados. Este mesmo isolado foi o 

que cresceu no teste de temperatura.   

A incidência foi determinada pela ausência (-) e presença (+) da lesão 

no disco de folíolo. O isolado 9S e 77S e 31S mostraram-se como os mais patogênicos nas 24 

repetições, sendo 12 abaxial e 12 adaxial (Tabela 12). 

O teste foi bastante eficiente para os experimentos com Colletotrichum 

na seringueira. Outros autores verificam a eficiência deste método de inoculação (Xavier, 

1997; Kamikoga, 2001; Rios et al., 2001; Souza, 2008).  

 
 
Tabela 111. Patogenicidade de isolados de Colletotrichum spp. em discos de folíolos de seringueira, 

na superfície abaxial e adaxial. Tendo como inoculo seis isolados e uma testemunha.      
         

Fase do folíolo (%)   

Isolados Abaxial Adaxial Médias 

4C 60,00 35,83 47,92 d 

3C 50,83 21,25 36,04 d 

9S 80,83 61,67 71,25 bc 

77S 87,08 72,92 80,00 ab 

78S 60,83 49,17 55,00 cd 

31S 100,00 100,00 100,00 a 

Testemunha 0,00 0,00 0,00 e 

Médias 62,80 a 48,69 b  

CV% 48,23 

Para o fator isolado e fator folha, as médias seguidas pela mesma não diferem estatisticamente entre 
si. Teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 
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Tabela 122. Incidência e ausência de lesões de Colletotrichum spp. em discos de folíolos de 
seringueira, inoculados com  seis isolados, mas uma testemunha  nas superfícies abaxial e adaxial.  

Repetições 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

ado/Hospedeiro AB AD AB AD AB AD AB AD AB AD AB AD AB AD AB AD AB AD AB AD AB AD A

3C + + + - + + + + + + + + + + + - + + + + + + +

4C + - + - - + + + + + + - + + + - - + + + + - +

9S + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

77S + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

78S + + + + + + + + - + + + + + + + + + + + + + +

31S + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

Testemunha - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Faces do folíolo: abaxial (AB); adaxial (AD).
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6.5 Suscetibilidade ao fungicida benomyl de isolados de Colletotrichum spp. 

  

Os isolados têm como ponto de partida 0,7 cm, referente ao disco de 

micélio depositado. O isolado padrão 1P pertencente à espécie de C. gloeosporioides 

apresentou uma alta suscetibilidade ao fungicida benomyl em todas as concentrações, quando 

comparados com os outros isolados. O isolado padrão 2P pertencente à espécie de C. acutatum 

foi menos sensível que o isolado 1P (Tabela 13).  

C. acutatum é relatado como resistente ao benomyl, enquanto que C. 

gloeosporioides é suscetível ao fungicida (Vinnere, 2004).  

Peres (2002) verificou o crescimento micelial de Colletotrichum de 

citros. Isolados de C. acutatum da cultura de citros não são completamente inibido, mesmo nas 

concentrações de 1000 µg/ml. No caso de C. gloeosporioides, o crescimento micelial dos 

isolados sensíveis ao fungicida é reduzido em mais de 90 % na concentração de 0,1 µg/ml, 

enquanto que aos isolados resistentes apresentam uma redução significativa na área da colônia 

somente nas concentrações maiores do que 100  µg/ml.  

Takahashi (2008) verificou o crescimento dos isolados de 

Colletotrichum gloeosporioides de atemóia em meio contendo 10 mg/L de fungicida benomyl. 

O teste de benomyl para isolados de seringueira, não permitiu 

descrever a espécie de Colletotrichum, já que em todas as concentrações os isolados de 

Colletotrichum cresceram (Tabela 13) (Figura 13). Alguns isolados de C. gloeosporioides 

conseguem crescer em meio de cultura com 1 µg/ml de benomyl (Peres, 2002). 

Só que quando se quer comparar entre isolados daria para pensar que o 

isolado 31S que apresenta uma alta agressividade em velocidade de crescimento e em 

patogenicidade. Para este teste ele mostra uma suscetibilidade quando comparado com os 

isolados padrões. O isolado no teste de temperatura e na caracterização morfológica mostrou 

ser C. gloeosporioides.  

Concluí-se que dentro da seringueira temos duas espécies que 

predominam C. gloeosporioides e C. acutatum. 
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Tabela 133. Crescimento micelial de seis isolados de Colletotrichum spp. em cincos doses de 
benomyl. 

Doses (µg/i.a/ml) 

Isolado/Hospedeiro 0 1 10 100 1000 Médias 

9S 4,21 bcA 2,66 aB 2,70 aB 2,67 aB 1,67 aC 2,78 a 

77S 4,51 bA 2,66 aB 2,66 aB 2,31 abB 1,31 abC 2,69 a 

78S 3,35 dA 2,47 abB 2,49 abB 2,22 bB 1,52 aC 2,41 b 

31S 5,46 aA 1,31 cB 1,13 cB 1,13 cB 1,10 bB 2,02 c 

1P 5,20 aA 1,57 cB 0,80 cC 0,72 dC 0,70 cC 1,80 d 

2P 3,83 cA 2,10 bB 2,10 bB 2,17 bB 1,55 aC 2,35 b 

Médias 4,43 a 2,13 b 1,98 bc 1,87 c 1,31 d  

CV% 9,09 

 As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. Teste de Tukey 
ao nível de 5% de probabilidade.  

 
 

 
Figura 13. Crescimento micelial de seis isolados de Colletotrichum spp. em cinco doses de 

Benomyl. 
   

 

Enquanto a concentração de esporos mostrou que a maior produção foi 

na dose de 1 µg/i.a/mL (Tabela 14). Este fator de concentração não é fator determinante da 

espécie como já mencionado em parágrafos anteriores. 
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Tabela 144. Concentração de esporos de seis isolados de Colletotrichum spp. em cinco doses de 
benomyl. 

Concentração de esporos (x 105) / µg/i.a/ml 

Isolado/Hospedeiro 0 1 10 100 1000 Médias 

9S 2,90 cA 1,95 bB 1,28 bBC 1,23 aC 0,38 abD 1,55 b 

77S 5,43 bA 1,45 bB 1,30 bB 0,40 bcC 0,23 abC 1,76 b 

78S 5,20 bA 4,23 aB 2,08 aC 0,95 abD 0,88 aD 2,67 a 

31S 0,50 dA 0,20 cA 0,00 cA 0,20 cA 0,03 bA 0,19 c 

1P 0,65 dA 0,18 cA 0,00 cA 0,05 cA 0,00 bA 0,18 c 

2P 7,05 aA 1,40 bB 0,60 bcC 0,13 cC 0,13 bC 1,86 b 

Médias 3,62 a 1,57 b 0,88 c 0,49 d 0,27 d  

CV% 26,06 

 As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. Teste de Tukey ao nível 
de 5% de probabilidade.  

 

6.6 Identificação Molecular de isolados de Colletotrichum spp. 

  
O par de pimers específicos para à espécie de C. acutatum (Calnt2 + 

ITS4) amplificaram fragmentos de DNA para determinados isolados, permitindo assim a 

identificação de dois isolados da cultura de citros (3C e 4C) e quarenta e seis isolados da 

seringueira (Figura 14).  

Este é o primeiro relato de Colletotrichum acutatum no Brasil 

causando antracnose na seringueira. Sendo também relatada no Sri Lanka Jayasinghe (1997) e 

na India Saha (2002).  
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Figura 14. Amplificação por PCR dos isolados de Colletotrichum spp., obtidos em diferentes 

localidades de São Paulo, com primer específicos de C. acutatum.  M: Marcador 1kb Plus DNA Ladder. 
   

O par de primers específico para C. gloeosporioides (Cglnt + ITS4) foi 

positivo para oito isolados pertencentes à cultura da seringueira (Figura 15). O isolado 31S 

apresentou características semelhantes à espécie de C. gloeosporioides nos testes de 

temperatura, caracterização morfológica e patogenicidade. Os resultados foram similares 

quando se realizou a identificação molecular.  

Os resultados na identificação de C. gloeosporioides corroboram ainda 

ao relato de Silveira (1987), que descreve à espécie como causadora de antracnose da 

seringueira.   
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Figura 15. Amplificação por PCR dos isolados de Colletotrichum spp., obtidos em diferentes 

localidades de São Paulo, com primer específicos de C. gloeosporioides.  M: Marcador 1kb Plus DNA 
Ladder. 
  
 

 O par de primers específico para C. gloeosporioides e C. 

acutatum mostraram-se positivos para seis isolados de culturas monospóricas, onde os 

isolados 1P, 9S e 31S pertencem às espécies de C. gloeosporioides e os isolados 2P, 77S e 78S 

à C. acutatum (Figura 16).  

Os pares de primers específicos amplificaram da mesma forma 

culturas monospóricas e culturas multispóricas.  
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Figura 16. Amplificação por PCR de isolados monospóricos de Colletotrichum spp., com primers 

específicos de C. gloeosporioides (9S, 31S, 1P) e C. acutatum (77S, 78S, 2P).  M: Marcador 1kb Plus DNA 
Ladder. 
  
  

Os primers ITS foram utilizados com objetivo de sequenciar a região 

ITS. Trabalho que será continuado no doutorado. Até o momento obteve-se oitenta isolados 

multispóricos e seis isolados monospóricos amplificados (Figura 17) e (Figura 18) e 

devidamente conservados.  
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700 bp

1500 bp

M

9S    77S    78S   31S   1P      2P 

 
Figura 17. Amplificação por PCR dos isolados monospóricos de Colletotrichum spp., obtidos em 

diferentes localidades de São Paulo, com primers ITS.  M: Marcador 1kb Plus DNA Ladder. 
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Figura 18. Amplificação por PCR dos isolados de Colletotrichum spp., obtidos em diferentes 

localidades de São Paulo, com primers ITS.  M: Marcador 1kb Plus DNA Ladder. 
    

 

No presente trabalho foram obtidos mediante interpolação gráfica para 

as amostras multispóricas e monospóricas de C. acutatum fragmentos de 500 pb e 470 pb para 

C. gloeosporioides (Figura 19), corroborando aos de Tozze Júnior (2007) que obteve 

fragmentos de 490 pb para isolados de pimentão com primers específicos de C. acutatum, e 

450 pb para C. gloeosporioides.  
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Figura 19. Diferenciações de bandas de Colletotrichum gloeosporioides (A) e C. acutatum (B) a 

partir de PCR. M: Marcador 1kb Plus DNA Ladder. 
 

 
 

   

6.7 Testes com extratos aquosos 

  
Os resultados obtidos com extratos aquosos foram negativos, já que os 

mesmos favoreceram o crescimento micelial do isolado 12S (C. acutatum), quando 

comparados com a testemunha (Tabela15) e (Figura 20). Só o extrato 8 (Pimenta do reino) na 

doses de 10000 µg/i.a/mL conseguiu reduzir o crescimento em relação aos outros extratos.  

Determinou-se que para isolados de seringueira, o uso de extratos 

aquosos como ferramenta alternativa no controle não é efetiva quando se utilizam na 

concentração de 5% do extrato aquoso.  
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Tabela 155. Crescimento micelial (cm) do isolado 15S de Colletotrichum spp., submetido a oito 
extratos aquosos, em seis concentrações. 

Doses (µg/i.a/mL) 

Extratos 0 1 10 100 1000 10000 Médias 

1 (Santa Barbara) 4,70 aC 8,04 aA 7,28 abAB 6,91 aAB 6,77 abAB 5,79 bBC 6,58 ab 

2 (Eucalipto citrodora) 4,70 aC 7,97 aA 8,37 aA 5,86 abBC 8,37 aA 7,21 abAB 7,08 ab 

3 (Catiguá) 4,70 aB 7,59 aA 7,25 abA 7,47 aA 8,12 aA 8,50 Aa 7,27 a 

4 (Pau-de-ervilha) 4,70 aB 7,42 aA 7,30 abA 7,47 aA 7,24 abA 6,00 bAB 6,69 ab 

5 (Nim) 4,70 aB 5,19 bB 7,51 aA 7,35 aA 7,81 aA 7,84 aA 6,73 ab 

6 (Santa maria) 4,70 aB 4,99 bB 7,33 abA 5,97 abAB 5,64 bcB 5,94 bAB 5,76 c 

7 (Coentro) 4,70 aB 4,34 bB 7,22 abA 7,27 aA 7,29 abA 8,07 aA 6,48 b 

8 (Pimenta do reino) 4,70 aBC 6,93 aA 5,63 bAB 4,87 bBC 4,78 cBC 3,47 cC 5,06 c 

Médias 4,70 c 6,56 b 7,24 a 6,65 b 7,00 ab 6,60 b  

CV% 13,73 

Para o fator extratos e fator doses as médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente 
entre si. Teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade.  
 

 
Figura 20. Crescimento micelial do isolado 15S, em seis concentrações e oito extratos aquosos. 
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6.8 Testes com fungicidas 

 
 Todos os isolados têm como ponto de partida 0,7 cm, referente ao 

disco de micélio depositado.  

O isolado 9S (C. gloeosporioides) em relação as médias o melhor 

fungicida foi o 3,  e em relação às doses a de 1000 µg/i.a/mL. Em relação a cada fungicida 

dentro das doses os melhores fungicidas que atingiram o controle 100 % foram os seguintes: 

na dose de 10 µg/i.a/mL (2 e 3); na dose de 100 µg/i.a/mL (1, 2, 3, 8 e 9) e na dose de 1000 

µg/i.a/mL (1, 2, 3, 4, 5, 6, 8 e 9) (Tabela 16) e (Figura 21).  

 
Tabela 166. Crescimento micelial do isolado 9S de C. gloeosporioides, pelo uso de nove fungicidas 

em cinco concentrações. 
Isolado 9S Doses (µg/i.a/mL) 

Fungicida 0 1 10 100 1000 Médias 

1 (Flutriafol) 4,06 aA 2,61 cdB 1,71 cC 0,70 dD 0,70 bD 1,96 d 

2 (Tebuconazol) 4,06 aA 1,32 fB 0,70 dC 0,70 dC 0,70 bC 1,50 e 

3 (Epoxiconazol+Piraclostrobina) 4,06 aA 1,15 fB 0,70 dC 0,70 dC 0,70 bC 1,46 e 

4 (Clorotalonil+Tiofanato-metílico) 4,06 aA 3,98 bA 2,01 bB 1,66 cC 0,70 bD 2,48 c 

5 (Captana) 4,06 aAB 4,31 aA 3,92 aB 1,56 cC 0,70 bD 2,91 b 

6 (Mancozebe) 4,06 aA 4,13 abA 3,78 aB 2,90 aC 0,70 bD 3,11 a 

7 (Carbendazim) 4,06 aA 2,21 eB 1,81 bcC 2,24 bB 1,60 aC 2,38 c 

8 (Azoxistrobina+Ciproconazol) 4,06 aA 2,35 deB 1,56 cC 0,70 dD 0,70 bD 1,87 d 

9 (Propiconazol) 4,06 aA 2,81 cB 0,99 dC 0,70 dD 0,70 bD 1,85 d 

Médias 4,06 a 2,76 b 1,91 c 1,32 d 0,80 e  

CV% 6,95 

As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de 
Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 
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Figura 21. Inibição do crescimento micelial do isolado 9S de C. gloeosporioides, pelo uso 

de nove fungicidas em cinco concentrações. 
 

No isolado 77S (C. acutatum) em relação as médias o melhor 

fungicida foi o 8, e em relação às doses a de 100 µg/i.a/mL. Em relação a cada fungicida 

dentro das doses os melhores fungicidas que atingiram o controle 100 % foram os seguintes: 

na dose de 1 µg/i.a/mL (8); na dose de 10 µg/i.a/mL (1, 2 e 3); na dose de 100 µg/i.a/mL (1, 2, 

3, 6, 8 e 9) e na dose de 1000 µg/i.a/mL (1, 2, 3, 8 e 9) (Tabela 17) e (Figura 22). 

 
 Tabela 177. Crescimento micelial do isolado 77S de C. acutatum, pelo uso de nove fungicidas em 
cinco concentrações. 

Isolado 77S Doses (µg/i.a/mL) 

Fungicida 0 1 10 100 1000 Médias 

1 (Flutriafol) 3,75 aA 2,88 bB 0,70 cC 0,70 cC 0,70 cC 1,75 c 

2 (Tebuconazol) 3,75 aA 1,29 dB 0,70 cC 0,70 cC 0,70 cC 1,43 d 

3 (Epoxiconazol+Piraclostrobina) 3,75 aA 1,06 deB 0,70 cB 0,70 cB 0,70 cB 1,382 d 

4 (Clorotalonil+Tiofanato-metílico) 3,75 aA 3,52 aA 1,58 bB 0,87 bcC 1,32 bB 2,21 b 

5 (Captana) 3,75 aA 2,14 cB 3,59 aA 1,30 bC 1.54 abC 2,46 a 

6 (Mancozebe) 3,75 aA 3,27 abB 3,70 aA 0,70 cD 1,88 aC 2,66 a 

7 (Carbendazim) 3,75 aA 1,07 deD 1,93 bBC 2,08 aB 1,56 abC 2,08 b 

8 (Azoxistrobina+Ciproconazol) 3,75 aA 0,70 eB 0,82 cB 0,70 cB 0,70 cB 1,33 d 

9 (Propiconazol) 3,75 aA 1,17 dB 1,05 cBC 0,70 cC 0,70 cC 1,47 d 

Médias 3,75 a 1,90 b 1,64 c 0,94 e 1,09 d  

CV% 12,57 

As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. Teste de Tukey ao nível 
de 5% de probabilidade 
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Figura 22. Crescimento micelial do isolado 77S de C. acutatum, pelo uso de nove fungicidas em 

cinco concentrações. 
   

No isolado 78S (C. acutatum) em relação as médias o melhor 

fungicida foi o 2, e em relação às doses a de 1000 µg/i.a/mL. Em relação a cada fungicida 

dentro das doses os melhores fungicidas que atingiram o controle 100 % foram os seguintes: 

na dose de 10 µg/i.a/mL (2, 3, 4 e 9); na dose de 100 µg/i.a/mL (1, 2, 3, 8 e 9) e na dose de 

1000 µg/i.a/mL (1, 2, 3, 6, 8 e 9) (Tabela 18) e (Figura 23). 

 
Tabela 188. Crescimento micelial do isolado 78S de C. acutatum, pelo uso de nove fungicidas em 

cinco concentrações. 
Isolado 78S Doses (µg/i.a/mL) 

Fungicida 0 1 10 100 1000 Médias 

1 (Flutriafol) 3,85 aA 2,55 cB 1,59 bC 0,70 dD 0,70 cD 1.88 d 

2 (Tebuconazol) 3,85 aA 1,26 dB 0,70 dC 0,70 dC 0,70 cC 1,44 e 

3 (Epoxiconazol+Piraclostrobina) 3,85 aA 1,35 dB 0,70 dC 0,70 dC 0,70 cC 1,46 e 

4 (Clorotalonil+Tiofanato-metílico) 3,85 aA 3,38 bB 0,70 dE 1,49 cC 1,23 bD 2,13 c 

5 (Captana) 3,85 aA 3,99 aA 3,12 aB 1,39 cC 1,33 abC 2,74 a 

6 (Mancozebe) 3,85 aA 3,53 bB 0,98 cdD 2,79 aC 0,70 cE 2,37 b 

7 (Carbendazim) 3,85 aA 2,39 cB 1,72 bC 2,45 bB 1,61 aC 2,40 b 

8 (Azoxistrobina+Ciproconazol) 3,85 aA 2,31 cB 1,22 cC 0,70 dD 0,70 cD 1,76 d 

9 (Propiconazol) 3,85 aA 1,53 dB 0,70 dC 0,70 dC 0,70 cC 1,50 e 

Médias 3,85 a 2,48 b 1,27 c 1,29 c 0,93 d  

CV% 7,66 

As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. Teste de Tukey ao nível 
de 5% de probabilidade. 
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Figura 23. Crescimento micelial do isolado 78S de C. acutatum, pelo uso de nove fungicidas em 

cinco concentrações. 
 

No isolado 31 (C. gloeosporioides) em relação as médias o melhor 

fungicida foi o 9, e em relação às doses a de 100 µg/i.a/mL. Em relação a cada fungicida 

dentro das doses os melhores fungicidas que atingiram o controle 100 % foram os seguintes: 

na dose de 10 µg/i.a/mL (4 e 9); na dose de 100 µg/i.a/mL (1, 2, 3, 4, 6 e 9) e na dose de 1000 

µg/i.a/mL (1, 2, 3, 8 e 9) (Tabela 19) e (Figura 24). 

 
 Tabela 19. Crescimento micelial do isolado 31S de C. gloeosporioides, pelo uso de nove fungicidas 
em cinco concentrações. 

Isolado 31S Doses (µg/i.a/mL) 

Fungicida 0 1 10 100 1000 Médias 

1 (Flutriafol) 5,46 aA 3,70 bB 1,83 cC 0,70 bD 0,70 cD 2,48 c 

2 (Tebuconazol) 5,46 aA 2,22 dB 0,83 dC 0,70 bC 0,70 cC 1,98 ef 

3 (Epoxiconazol+Piraclostrobina) 5,46 aA 3,01 cB 0,99 dC 0,70 bC 0,70 cC 2,17 de 

4 (Clorotalonil+Tiofanato-metílico) 5,46 aA 3,73 bB 0,70 dC 0,70 bC 0,98 cC 2,31 cd 

5 (Captana) 5,46 aA 5,12 aA 3,90 aB 1,19 abD 1,99 bC 3,53 a 

6 (Mancozebe) 5,46 aA 5,18 aA 4,23 aB 0,70 bD 2,57 aC 3,63 a 

7 (Carbendazim) 5,46 aA 1,81 dB 1,11 dC 0,98 bC 1,01 cC 2,07 def 

8 (Azoxistrobina+Ciproconazol) 5,46 aA 4,10 bB 2,79 bC 1,63 aD 0,70 cE 2,94 b 

9 (Propiconazol) 5,46 aA 1,89 dB 0,70 dC 0,70 bC 0,70 cC 1,89 f 

Médias 5,46 a 3,42 b 1,90 c 0,89 e 1,12 d  

CV% 11,37 

As médias seguidas pela mesma letra não diferem  estatisticamente entre si. Teste de Tukey ao nível de 
5% de probabilidade. 



59 
 

 

 
Figura 24. Crescimento micelial do isolado 31S de C. gloeosporioides, pelo uso de nove fungicidas 

em cinco concentrações. 
 

Com base na análise estatística efetuada para cada isolado, os 

fungicidas que controlaram em cada situação na dose de 1000 µg/i.a/mL foram: Flutriafol, 

Tebuconazol, Epoxiconazol + Piraclostrobina, Azoxistrobina + Ciproconazol e Propiconazol. 

Estes permitiram o controle 100 % dos quatro isolados que pertencem as espécies de C. 

acutatum (77 e 78) e C. gloeosporioides (9 e 31). 

Furtado & Silveira (1990) recomendaram para o controle da 

antracnose no painel de sangria os seguintes fungicidas: Chlorothalonil, Tiofanato metílico + 

Chlorothalonil e Benomyl. 

Bernardes et al. (1995) recomendaram para o controle da antracnose 

do painel de sangria os seguintes fungicidas: Chlorothalonil + Tiofanato metílico, Zineb, 

Chlorothalonil, Propiconazole e Tebuconazole. 

Furtado (2008) recomenda aplicações para o controle da antracnose, 

em viveiro e jardins clonais, com fungicidas à base de Chlorotalonil ou Oxicloreto de cobre.  

  Poucos são os trabalhos realizados com o controle da antracnose da 

seringueira. Este trabalho permitiu a avaliação de novos fungicidas e a sua eficiência no 

controle de C. acutatum e C. gloeosporioides.   
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7 CONCLUSÕES  

� Colletotrichum acutatum é uma nova espécie causadora de 

antracnose na seringueira; 

� A temperatura ótima para crescimento dos isolados provenientes de 

seringueira foi 25 °C; 

� A coloração da colônia não é critério para determinar uma espécie;  

� A concentração de esporos não é fator que vem correlacionado 

com o crescimento micelial; 

� Houveram diferenças patogênicas entre as espécies causadoras de 

antracnose na seringueira; 

� A sensibilidade ao fungicida benomyl não foi eficiente para 

diferençar as espécies de Colletotrichum em seringueira;  

� A inibição do crescimento micelial com extratos aquosos foi nula; 

� A identificação molecular mediante primers específicos permitiram 

identificar 46 isolados para C. acutatum e 8 para C. 

gloeosporioides; 
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� Não existiu diferença na identificação molecular entre culturas 

monospóricas e multispóricas; 

� Os fungicidas Flutriafol, Tebuconazol, Epoxiconazol +  

Piraclostrobina, Azoxistrobina + Ciproconazol e Propiconazol 

foram eficientes no controle in vitro de C. acutatum e C. 

gloeosporioides.  
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