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1. INTRODUÇÃO

Ascochyta ph'aseolorum Sacc. foi, primeiramen

te, identificado em nosso meio por BITA..�COURT e col. (1935), 

que o constataram sobre folhas de fava de Belém (Phaseolus 

lunatus L.) no município de são Paulo. 

Em 1968, o meamo microrganismo foi identifica 

do por TERANISHI e FIGUEIREDO (1968) sobre plantas de berin= 

jela e responsabilizado por severos danos em culturas comer=

ciais desenvolvidas durante o período de inverno. 

Informações colhidas nos municípios de Campi

nas e Embu indicaram que a doença tem sido considerada como 

um dos principais fatores limitantes da produção de berinje

la, principalmente nos períodos de inverno, época em que os 

frutos recebem melhor cotação no mercado. 

A doença ocorre também com bastante intensida 

de na região de Mogi das Cruzes e, segundo IKUTA (1), chefe 

da Estação Experimental da Escola Superior de Agricultura 

"Luiz de Queiroz", constitui-se em um dos maiores problemas 

para a cultura da berinjela na referida região. 

Segundo levantamento por nós �éalizado atra

vés do arquivo de consultas encaminhadas à seção de Micologia 

Fitopatológica do Instituto Biológico de são;Paulo, a doença 

tem ocorrido em quase todas as regiões onde se cultiva essa 

solanacea, inclusive na região do litoral Norte do Estado. 

outro aspecto importante do problema, é que a 

doença causada por �.phaseolorum em berinjela estaria. sendo 

(1) Dr. IROSHI IKUTA - informação pessoal



confundida com o ºº cancro das hastes'º causado por Phomopsis 

vexans (Sacc. Syde) Harter. Essa confusão seria decorrente 

da grande semelhança entre os quadros sintomatológicos apre=

sentados pelas plantas de berinjela afetadas por Phomopsis e 

por Ascochyta. 

Tratando=se de um fungo altamente polífago 

!•ehaseolorum ocorre freqüentemente sobre muitas outras pla� 

tas,de importância econômica, principalmente aquelas perten� 

centes às familias Leguminosae, Solanaceae e Malvaceae. De 

acordo com as condições ambientais predominantes e a susceti 

bilidade da planta hospedeira,o patógeno pode se constituir 

em problema grave, chegando muitas vezes a comprometer seria 

mente a produção. 

O fungo ocorreria também sobre muitas das nos 

sas plantas indígenas, que atuariam como fonte natural de i=

nóculo. Entre essas, poderiam ser citadas várias espécies pef. 

tericentes aos gêneros Sida, Ipomea, Lantana, Datura,Physalis, 

Solanum e Asclepias. 

Como uma decorrência dessa polifagia de 

�.phaseolorum, e do hábito que têm muitos micologistas de con 

siderar válidas diferenças morfológicas pouco significativas, 

criando novas espécies e associando o nome específico ao ho� 

pedeiro sobre o qual o fungo foi constatado, sem proceder 

previamente a um estudo acurado sobre a sua fisiologia e pa=

togenicidade, a sistemática de �.phaseolorum tornou=se bas=

tante complexa e confusa, conforme foi demonstrado por 

CROSSAN (1953, 1958) ao reduzir seis diferentes espécies a 

sinônimo de �ephaseolorum. Também ALCORN (1968) considerou 

A.oró Viegas = descrito por VIEGAS (1945) = como sinônimo de 
--

1,.phaseolorum. 
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Diante do exposto, o presente trabalho foi de 

senvolvido com o propósito de: 

1. Contribuir para o melhor conhecimento de 

alguns aspectos da fisiologia de �.phaseolorum, 

2. Estudar comparativamente os sintomas indu=

zidos,em berinjela, por �.phaseolorum e por E.vexans, procu= 

_rando estabelecer diferenças entre os mesmos, 

3. Estudar alguns aspectos da sintomatologia

de �.phaseolorum em outras plantas de importância econômica 

e procurar a determinação de novos hospedeiros nessas e nas 

plantas nativas, 

4. Estudar o emprego da sorologia, com a fin�

lidade de estabelecer métodos auxiliares, para a especifica=

ção de �.phaseolorum e de outros fungos pertencentes ao gên� 

ro Ascochyta. 



2. REVISÃO DA LITERATURA

2.1. Considerações �erais sobre �.phaseolorum Sacc. 

Segundo SUTTON e WATERSTON (1966) , o 

4 

fungo 

Ascochyta phaseolorum foi descrito pela primeira vez por 

SACCARDO em 1878 sobre feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) .Po� 

teriormente, SACCARDO e outros autores constataram o mesmo 

fungo sobre outras plantas, considerando=o como espécies di= 

ferentes. Assim apareceram as espécies �.althaeina Sacc. &

Bizz., �.nicotinae Pass., �.lycopersici Brum 1 conforme se ve 

rifica nos trabalhos de SACCARDO (1884 0 1892) . 

Constatado por SYDOW e BUTLER (1916) sobre pla� 

tas de algodoeiro, na !ndia, recebeu o nome de �.gossypii Syd. 

e, ainda, os nomes de A.abelmoschi Harter e A .capsici Bond. 

Mont. quando identificado respectivamente sobre quiabeiro 

por HARTER (1918) e sobre pimentão por BONDATZEVA ... MONTEVERDE 

(1923) 

Quem primeiro chamou a atenção sobre a seme=

lhança existente entre algumas dessas espécies foi WEIMER 

(1951) que responsabilizou Ascochyta gossypii por uma doença 

do lúpulo (Lupulus spº) , na Georgiaº HOLDEMAN e GRAHAN(l952), 

na Carolina do Sul, atribuiram manchas em folhas de fumo a 

�.gossypii, referindo-se às dificuldades encontradas em dis

tinguir, morfológicamente, esta espécie, de A.nicotinaeh 

ELLIS (1952) demonstrou através de inoculações cruzadas que 

A.abelmoschi isolado de quiabeiro era patogênico para dife=

rentes espécies de feijoeiro u como Phaseolus vulgaris e 

P.lunatus L. e que �.phaseolorum,isolado desses dois Últimos
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hospedeiros, além de ser morfológicamente idêntico a 

�.abelmoschi, era igualmente patogênico para o quiabeiro 

�aseado nesses dados, ELLIS sugeriu que, provavelmente 11 um 

único fungo fosse responsável por ambas as doenças. THOMPSON 

(1953) citou a semelhança morfológica existente entre 

�.abelmoschi e A.gossypii, demonstrando que essas duas espé= 

cies apresentaram o mesmo comportamento, tanto em inoculações 

cruzadas sobre quiabeiro e algodoeiro como em experimentos 

11in vitro", no tocante ao seu desenvolvimento, a diferentes 

·temperaturas, apresentando um ótimo de crescimento ao redor

de 25
°
c.

Mais tarde, CROSSAN (1953, 1958) trabalhando 

com mais de 200 isolamentos de Ascochyta provenientes de di 

versas regiões dos Estados Unidos e incluindo culturas de 

Ascochyta de procedência européia, obtidas em Baarn, Holanda 

(Central Bureau voor Schmmellcultures), ampliou esses estu=

dos. Por meio de comparações morfológicas, culturais e fisio 

15gicas "in vitro" e realizando ensaios de patogenicidade , 

através de inoculações cruzadas, ele reduziu ,as espécies 

!.altaeina, �.nicotianae, A.lycopersici, �.gossypii,A0capsici1
1

!.abelmoschi a sinônimos de A.phaseolorum, que tem priorida"", 

de, como nome mais antigo. Este nome tem sido aceito pela 

'maioria dos autores. 

SCHIEBER (1964), em trabalho publicado sobre 

as principais doenças de feijoeiro, na Guatemala, relatou

que os sintomas causados, nesta planta, por A.phaseolorum P2 

dem ser confundidos com os de 1
1 antracnose º1 

v (Colletotrichum 

lindemuthianum (Sacc. e Magn.) Scrib.) e que este seri.a, prg_ 

vavelmente, o motivo porque a doença tem passado desapercebi 

eia naquele País. O mesmo autor, teceu ainda diversas consid� 

iações sobre a importância da doença e da necessidade de 
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maiores estudos sobre sua sintomatologia e distribuição fa=

zendo considerações sobre o problema de plantas nativas hos 

pedeiras, sobre as quais o patógeno sobreviveria, passando 

depois para as culturas comerciaisª 

ALCORN (1968), em Queensland = Australia =fez 

·.estudos sobre �.phaseolorum, como patógeno para o feijoeiro e

para outras plantas de importância econômica, verificando que

o ,fungo, sob aquelas condições, afeta um grande número de 

hospedeiros, inclusive plantas hortícolas, de pastagens, er=

vas daninhas e espécies indígenas. O mesmo autor relatou a

ocorrência de infecção natural de 48 hospedeiros pertencen=

tes a 14 famílias diferentes. Além disto, constatou que 12 

espécies, nas quais não foram encontradas infecções naturais, 

eram afetadas por inoculações artificiais. Nesse trabalho, a

berinjela foi incluída como planta suscetível ao patógeno. 

Em nosso meio, com base no hospedeiro sobre o

qual foi identificado, �.phaseolorum foi assinalad6 em são 

Paulo por BITANCOURT (1935), sob o nome de A.gossypii e na 

baixada fluminense por DESLANDES (1945) sob o nome de 

��lycopersici. Neste Último trabalho o autor fez referência 

à provável ocorrência do fungo sobre plantas nativas 0 citan= _ 

do entre estas, espécies dos gêneros Physalis, Sida, Solanum 

e Capsicumº 

MULLER (1934) e BITANCOURT (1937) assinalaram 

Ascochyta abelmoschi, respectivamente em Minas Gerais e .são 

Paulo. Sob o nome de �ºphaseolorum 0 sua presença foi regis=

trada por BITANCOURT e outros (1935), sobre folhas de fava de 

Belém (Phaseolus lunatus L.). 
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Segundo NAGAI (1961), o patógeno(l!.abelmosch" 

tem.sido responsabilizado por graves prejuízos em culturas 

de quiabeiro na região da baixada fluminense = R.J. = princ! 

palmente em períodos de tempo frio e Úmido. 

TERANISHI e FIGUEIREDO (1968) relataram um se 

vero ataque de �.phaseolorurn em culturas éomerciais de b�i�

jela, nos municípios de Embu e Campinas, referindo=se à seme 

lhança existente entre os sintomas causados, nessa planta , 

por �.phaseolorum e por Phomopsis vexans. FIGUEIREDO e TERA=

MISHI (1968) procurando provar a identidade do fungo, estuda 

ram alguns aspectos fisiológicos de �.phaseolorum e verific� 

ram que os resultados foram comparáveis aos obtidos por 

CROSSAN (1958). Observaram, também, que o gráu de patogenici 

dade variou de acordo com o hospedeiro sobre o qual o fungo 

era inoculado. 

2.2. Considerações sobre sorologia aplicada à sistemática 

dos fungos 

Desde o início deste século, os processos im� 

nolÕgicos vêm sendo desenvolvidos em diversos ramos da biolo 

gia e da microbiologia. O maior desenvolvimento desses estu=

dos foi, sem dúvida, no campo da medicina humana e veteriná

ria, na parte terapêutica e na identificação dos patógenos 

Posteriormente, a sorologia foi estendida à virologia vege==

tal, à classificação taxonômica das plantas superiores, das 

bactérias, dos fungos e finalmente dos fungos fitopatogênico& 
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Seria interessante salientar a opinião de 

SffATTOCK (1955), quando depois de muitos anos de experiência 

em estudos sobre sorologia de bactérias, afirmou estar con

vencido de que as técnicas sorológicas poderiam, com grandes 

vantagens, ser mais genericamente usadas no estudo sistemáti 

co ·de todos os grupos de microrganismos,._ A alta especificid� 

de das reações sorológicas é determinada pela natureza quími 

ca do antígeno, sendo possível detectar diferenças entre mo

léculas complexas, particularmente proteínas e polissacáridos, 

as quais não podem ainda ser distinguidas por análises quím! 

cas. A sorologia seria um delicado instrumento que permiti

ria comparar e separar componentes antigénicos da célula mi-

croQiana, fornecendo informações de grande utilidade para a 

dlassificação e identificação. 

Na micologia relacionada com a medicina huma

na, a imunologia tem atualmente larga aplicação. o mesmo en

tretanto, não acontece no âmbito da fitopatologia, onde o 

problema se torna mais difícil, uma vez que poucos estudos 

foram até agora realizados. o que dificulta ainda mais sua 

utilização, é serem bastante complexos os métodos para deteI_ 

minação das características antigênicas específicas de c·ada 

microrganismo em estudo. Além disso, a experiência adquirida 

na micologia médica raramente pode ser estendida aos fungos 

fitopatogênicos, dadas as dife:i;-enças morfológicas e fisioló

gicas existentes entre os microrganismos estudados. Os fun

gos patogênicos para o homem, são, na maioria das vezes, le

veduriformes e a metodologia sorológica, a êles aplicadau d! 

ficilmente se adapta aos fungos fitopatogênicos. Há, portan

to, necessidade.de muitos estudos e pesquisas para o desen-
1 -volvimento de metodos adequados, que·permitam o conhecimento 

e a purificação dos fatores antigênicos específicos. 
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Quanto às perspectivas da sorologia, a sim

ples possibilidade de separaçao genérica, através de tais mé 

todos, já seria um dado de alto valor para a micologia fito

patolÓgica, principalmente em estudos relativos aos deutero

micetos, onde, dada a artificialidade dos taxons, a posição 

sistemática de um determinado fungo, não significa qualquer 

relação de parentesco com os demais participantes do grupo 

e.� que o mesmo se situa. Neste caso, uma semelhança ou dife

rença sorológica entre dois gêneros próximos - ou distantes -

poderia ser de grande significação para a filogenia. 

Segundo SEELI.GUER (1968), as primeiras tenta 

tivas sobre a aplicação de métodos sorológicos em micologia, 

datam do início deste século (1901) e foram dirigidas para a 

identificação de leveduras de interesse industrial. Mais tar 

de, diversos aspectos da candidíase oral e da esporotricose 

foram investigados por pesquisadores franceses • Contribui

ções fundamentais para o conhecimento dos efeitos imunológi

cos provenientes de infecções por dermatófitos, foram feitas 

por BLOCH e sua escola. Ao mesmo tempo MOSES, no Brasil, em 

1916, estudava os aspectos sorológicos da blastomicose huma

na.A esse tempo, as muitas dificuldades técnicas e resultados 

decepcionantes levaram a uma idéia geral, expressa por muitos 

autores, de que os testes sorológicos pareciam ter pequeno 

interesse para a micologia, salvo para a micologia médica,�a

diagnose de algumas infecções micóticas profundas. Apesar dE!, 

se aparente pessimismo, numerosos estudos foram desenvolvi-

. dos durante a década d920-1930, fornecendo novas bases para 

a sorologia micológica, o que permitiu, mais recentemente, a 

elaboração de projetos para classificação sorológica. Poste

riormente, ao la.do de mui ta pesquisa individual, alguns gru-
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pos de pesquisadores iniciaram estudos sistematizados - e a 

longo prazo - que resultaram na maioria dos conceitos que se

tem hoje, sobre sorologia fúngicaº 

Em flagrante contraste com a riqueza da lite

ratura no campo da micologia médica, e apesar da consag�ação 

de tais métodos para o estudo dos fungos, pouco ou quase na

da existe na área da fitopatologia. 

Os primeiros trabalhos sobre sorologia de fun 

gos fitopatogênicos parecem datar da segunda década deste s� 

culo. Assim é que, COONS e STRONG (1928) e NELSON (1933) ten 

taram a aplicação de métodos sorolÕgicos para a diagnose de 

espécies do gênero Fusarium, não conseguindo, todavia, títu

los suficientemente altos que fossem adequados para testes 

de precipitinas. O mesmo gênero foi também estudado por LINK 

e col. (1932) e LINK e WILCOX (1933) que estabeleceram uma 

metodologia para ser aplicada em testes sorológicos de rea

ção em anel. Esses autores não puderam, entretanto, diferen

ciar espécies por testes de precipitinas em tubos. 

MATSUMóTO (1929) preparou anti-soros para 

seis diferentes espécies de Aspergillus, empregando como an

tígeno imunizante esporos obtidos por centrifugação de sus

pensões preparadas a partir de culturas puras. Os esporos d� 

cantados eram ressuspensos em solução fisiológica salina. E� 

sa era depois aquecida por 45 minutos a 65°c e então, injet,! 

da em coelhos por via endovenosa. Os anti-soros obtidos fo

ram empregados, em reações homólogas e heterólogas, contra cl!l 

tígeno� de vinte e três espécies de Aspergillus e duas espé

cies de outros gêneros. Nessas experiências, foram usados te� 

tes sorológicos de aglutinação, precipitação e fixação de 

complemento. Segundo o autor, não foram conseguidos resulta-
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dtis satisfatórios nos testes de aglutinação, devido à difi� 

culdades técnicas em se preparar suspensçes estiveis de esp2, 

ros. Mesmo m:>s tubos que continham soro normal u a.pós 30 a 35 

minutos, houve precipitação espontânea, havendo a formação de 

uma camada uniforme de esporos no fundo dos tubos. Dessa for 

ma, não foi possível a leitura dos, títulos. Entretanto, foi 

possivel ao autor perceber que o soro anti-Aeamsterlodami 

Millani, em reações homólogas, provocava ligeira = mas dis-

:tinta - agregação de esporos, até a diluição de 1:80 após a 
- o incubaçao de .1 hora a 57 e. O soro normal, nas mesmas condi-

ções, provocava apenas tênue agregação até o título de li 20 

e 1:40º Em vista desses resultados 0 o autor tentou melhorar 

o método, modificando a técnica de imuni�açãoe Para is�o, u

tilizando como antigene �.amsterlodami, foram imunizadps dois

coelhos, para os quais se empregaram duas técnicas diferen-

te.s. Numa das modificaçees, as suspensões de esporos foram

previamente aquecidas à mesma temperatura anteriormente uti•

lizada, e depois centrifugadas. Os' esporosº separa.dos do so

brenadante, foram triturados em almofariz e novamente mistu

rados ao sobrenadante, procedendo-se então, à inoculação por

via éndovenosa. Na outra modificação, a suspensão de esporos

foi previamente fervida por vinte minutos ao invés de ser a

qµecida a 65
°
c. A seguir, a metodologia usada foi identica a

primeira modificação. Como resultado, os anti=soros obtidos

.pela primeira modificação não diferenciaram dos originalmen

te preparados, enquanto que aqueles obtidos pela segunda mo

dificação deram reações iguais às do soro normal.

Nos testes de precipitação 0 segundo MATSUMOTO, 

9s resultados foram mais satisfatórios. Neste caso, foram u

sados como antígenos os filtrados de culturas dos diversos 

fungos desenvolvidas em meio líquido. Pretendendo melhorar 
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os resultados dos testes de precipitação, MATSUMOTO tentou, 

sem sucesso, extrair antígenos específicos dos esporos, em=

pregando como solvente o álcool absoluto, conforme sugerido 

por EAGLES em 1927, ou uma solução a 0,1% de etileno=diarnina, 

segundo proposto por CITRON em 1925 (in MATSUMOTO 1929). 

Os resultados dos testes de fixação de compl� 

mento foram comparáveis aos obtidos pelo método de precipi�� 

_çao.

BECK,(1934), trabalhando com alguns membros da 

família Ustilaginaceae, considerou encorajadores os resulta

dos obtidos com o teste de precipitinas (prova do anel). O 

mesmo autor (1938) conseguiu dJferenc,iar, ao nível de espécie, 

.diversos membros da familia Ustilaginaceae, somente falhando 

na separação de um mutante do fungo Ustilago __ herdei (Ders) K. 

& s. Utilizou corno antígeno imunizante culturas desenvolvi._ 

das em meio líquido,as quais eram secadas a 45°c e depois 

trituradas em almofariz até ficarem reduzidas a põe Este pó 

era depois ressuspenso em solução de cloreto de sódio a 0,85% 

e mantido por 18 a 24 horas em refrigerador. A seguir, o ma• 

terial era centrifugado, o sobrenadante injetado por via en

dovenosa e o sedimento ressuspenso em 10ml de solução fisi6-

1Ógica, para ser inoculado por via intraperitonial. Para as 

reações do teste do anel foi usado, com antígeno, o sobrena

dante obtido da primeira centrifugação. 

Resultados interessantes foram obtidos mais

,tarde por CUNLEY e GOLDSMITH (1940). Estes autores trabalha.· 

'-ram com o fungo Phymatotrichurn ornnivorurn Shear., que na Amé

·rica do Norte é um patógeno importante, causador de podridão

de raízes de algodoeiro. Baseando-se também em LINK e WILCOX

(1933), eles empregaram as técnicas sorolÕgicas da prova do
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anel e de fixação de complemento, procurando esclarecer as

pectos da biologia do fungo, no que se refere ao seu possível 

estágio sexuado. O anti-soro obtido para Peomnivor�m foi co� 

parado com antígenos de 14 gêneros diferentes, tendo os auto 

res concluído que esse fungo apresenta grande afinidade soro 

lógica com Gasteromicetos do gênero Lycoperdon, Secotiwn 

Calvatia. 

ê

TEMPEL (1959) tentou diferenciar formas espe-. 

ciais e raças fisiológicas de Fusarium oxysporum (Schl.) Sn. 

& Hn. Inoculou coelhos por via intraperitonial, endovenosa, 

subcutânea� intramuscular, utilizando diferentes preparações 

do fungo. Empregou testes de microaglutinação, microprecipi

tação e de dupla difusão em ágar. Verificou nos testes de a

glutinação que os microcon!dios aglutinavam muito facilmente 

em tubo, mesmo com o soro normal, dificultando as leituras e 

impossibilitando o uso do méfodo. Nos testes de precipitina 

as reações apareceram nos anti-soros e não nos soros normais 

havendo, todavia, muitas reações cruzadas. Segundo TEMPEL, o 

método mais adequado para diferenciar for�as especiais, fot .. 

o de dupla difusão em ágar. A maioria dos anti-soros não di

ferenciaram as formas especiais, mas um anti-soro preparado

com cultura liquida de �.oxysporum f.pisi (Schl.) Sn. & Hn.

e outro com r.oxysporum f. lupini (Linf) Sn, & Hn. foram es-.

pec!ficos. o mesmo autor fez alguns estudos sobre a caracte-

rização dos antígenos, verificando que haviam antigenos ter

lábeis e termoestáveis, e que, estes reagiam somente contra

o anti-soro obtido para microconídios. Verificou, ainda, a

presença de proteínas em baixa concentração e que o antígeno

termoestável, presente em culturàs liquidas e extratos, rea

gia positivamente com o o{ naftol e que poderia ser precipit�
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 dc, com álcool. Após outros estudos, concluiu que essas subs=

tâncias termoestâveis e redutoras consistiam em polissacári

. _dos que continham em sua pomposição glucose e galactose. Es=

-tas, provavelmente u estariam presentes na parede celular dos

•mieroconídios.

BUXTON e cole(l961} também procuraram separar 

formas especiais e raças fisiológicas de Fusarium 

oxysporum por métodos sorológicos. Para isso imuni�aram coe=

lhos com esporos de F. oxysporum f. cubense E. F. Smº e 

�.oxysporum f. pisi�desintegrados por processo de alternân=

eia de temperaturas (congelamento e aquecimento sucessivos). 

Os anti=soros obtidos foram estudados contra antígenos de 23 

formas e raças fisiológicas. Usando diversas diluições de an 

tígenos foi possível caracterizar raças de Fusarium oxysporum 

f. cubense e Fusarium oxysporum fº pisi.

GOODING e POWERS (1964) estudaram as reaçoes 

• sorológicas entre Cronartium fusiforme Hedge & Hunt.

· f.cerebrwn Hedge & Long e C.ribicola J.C. Fischer, injetando

coelhos com homogeni�ados obtidos de aeciosporos não germin�

dos e adjuvante completo de Freund. Os autores usaram o méto

do de dupla difusão em ágar e verificaram, pelas diversas re�

.ções cruzadas u que os fungos são u sob o aspecto sorológico 8 

Intimamente relacionados. Empregando testes de absorção, ve=

rificaram que C.fusiforme e c.cerebrum continham todos �s 

componentes antigênicos de �.ribicola e um ou mais componen=

tes.não absorvidos.que f.cerebrum não possui. Neste trabalho 

são omitidos os detalhes do método utilizado. 

MADHOSINGH (1964) fazendo comentários sobre

as dificuldades taxonômicas existentes dentro do gênero u quaa 

do se emprega a morfologia como Único método para a classifi 

.caçao, comparou soroiógicamente três espécies de FusaJritmn 
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!• oxysporum, !.moniliforme (Schl) Sn. & Hn. e [.solani(Mart) 

App. & Wr. em-Sne & Hn. Os fungos foram,separadamente, cul=

tivados em meio l!quldo sintético e o micélio, provenientet.de 

cada cultura, separado por filtração. A seguir, foi prepara=

do um extrato, triturado-se o micélio em almofariz, o qual , 

depois de concentrado e misturado com adjuvante incompleto 

de Freund, foi empregado na imunização de coelhos, Os títu=

los do soro-imune, determinados pelo teste do anel, foram de 

1:1.280. As comparações das reações antígeno-anticorpo, en=

tre os três microrganismos, foram feitas aplicando=se o pro=

cesso de dupla difusão em ágarº Comparando as diversas li

nhas de precipitação, o autor coneluiu que havia uma nítida 

escala entre as relações sorológicas das tres espécies - es 

tudadas - mui to mais próximas entre �. oxysporum e[· monilifa:me 

do que entre estas duas espécies e F. solani. Esses dados es 

tão de acordo com os obtidos pelos morfologistas·, Embora se 

refira à possibilidade de se conseguir soros específicos pa=

ra cada uma das tres espécies, através de técnicas de absor-

ção, o autor não aplicou essa técnica, restringindo=se a ço=

mentar o significado filogenético dos dados obtidos e o va

lor dos testes sorológicos para as pesquisas na identifica-
-

çao e taxonomia dos fungos. 

MADHOSINGH (1964 b), usando processo semelha!!, 

te ao anteriormente citado, fez estudos sorolÕgicos compara

tivos entre Fomes roseus (Alb. & Schw.)Karst e Fomes subroseus 

(Weir) Overh. em suas fases haplóide e diploidee Verificou 

que esses fungos apresentam um sistema complicado de reações 

de precipitinas, indicando uma· grande semelhança sorológica 

entre as duas espécies. Apesar dessa semelhança, o autor coa 

cluiu ser possível distinguir sorolÕgicamente os dois fllllgos 
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. estudados, mesmo que estes estejam em estágio haplÕide, bem 

como dentro dos dois gêneros, distinguir o estágio haplÕide 

do diplÕide. Neste trabalho, também não foi empregada a tic=

nica de absorção. 

GOODING (1966), trabalhando com o fungo 

Fomes annosus (Fr.)Karst, procurou aperfeiçoar uma técnica. 

para o isolamento de antígenos macromoleculares. Para is.so o 

referido autor empregou culturas do fungo desenvolvidas em. 

meio de cultura líquido sintético, que foram homegenizadas e 

injetadas em coelhos a razão de 15ml por animal u sendo 5ml 

em cada coxa e 5ml por via subcutânea. Obtidos os anti=soro� 

o autor procurou estudar o. efeito de diversos processos de

purificação, visando melhorar as características do antígeno 

para as reações sorolÕgicas em testes de dupla difusão em 

âgar. Empregando processos qu!micos e centrifugação diferen

cial, conseguiu diminuir o número de linhas de precipitação 

nas reações dos ant!genos purificados, quando comparadas com 

c\S obtidas com antígeno constituí.do pelo .extrato brutoª Nes• 

se trabalho o autor teceu comentários sobre a conveniência -

de se trabalhar com antígenos purificados quando são compara 

dos diferentes biotipos, como também dificuldades, senão im

possibilidade, de se interpretar reações sorolÓgicas quando 

estas são constituídas por múltiplas linhas de precipitaçãoª 

AMOS e BURREL (1966) procuraram �eparar dive� 

sas espécies de fungos do gênero Ceratocystis, empregando� 

.nicas de aglutinação II gel-difusão e imunoeletroforese ª Para 

.isso inocularam dois coelhos com suspensões de esporos de 

!;:.pluria:nnulata (H�dge) C.Moreau e f,.fagacearum(Bertz). Hunt.., 

as quais eram préviamente tratadas por 24 horas com formali= 

na a 0,9%Z O anti-soro obtido foi comparado em reações homó-
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g.pluriannulata; �Gvarispora (Davids.) C.Moreau�C.radicicola

· (Bliss) C.Moreau; �.pitifera (Fries) C.Moreau;�.adiposa (Butl)

e� Moreau; �-� (Buism.) C.Moreau e �.ips (Romb)C. Moreau •

Os autores verificaram que quando os esporos de e. fagacearum

e �.pluriannulata eram submetidos a tratamento ultra-sônico,

para em seguida serem usados como antígeno nas reações soro

lÔgicas de gel-difusão, havia a liberação de substâncias que

difundiam no ágar fazendo com que a·s reações fossem mais ní

tidas .. Nesse·trabalho, depois de diversos .ensaios, nos quais

·foram empregadas reações diretas e com absorção, os autores

ooncluiram que, pelos resultados obtidos com oito espécies

· de Ceratocystis, as técnicas sorológicas podem servir como um

meio excelente para identificação e separação de espécies mor

fológicamente muito semelhantes. E, finalmente, que para 

Ceratocystis, a sorologia mostrou-se promissora, com métodos, 

.mão somente mais rápidos, como também mais acurados do que 

os atualmente empregados. 

MORTON e DUKES. (1966) , aplicando o método a.do 
, ,  )� 

·' ·tado por. MADHOSINGH (1964), conseguiram separar a raça 1 dá

.. raça 2 de Fusarium oxysporum f º lycopersici empregando mét(j ...

dos diretos e de absorção em gel-difusão.

MADHOSINGH e WALLEN (1967) estudaram a dife...;..

:'. renciação soro lógica para espécies de Ascochyta, fazendo di

versos comentá:tios sobre as dificuldades em separá-las atra

. vês de métodos morfológicos ou patolÓgicOSo Os o�ganismos �s
-

tudados foram: Ascochyta oisi Libe� Ascochyta pinodella Jonas

e Ascochyta pinodes Jones. Aplicaràrn a técnica de dupladifu .

. são em ágar, e de absorção, para as reações heterólogas, e

concluíram, pelo estudo das linhas de precipitação, haver re

lações sorológicas distintas entre as tres espécies. Notaram
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entre estas duas e Aopisi, e que estes resultados estariam 

de acordo com o comportamento dos fungos quanto a sua patoge 

nicidade e outras características fisiológicas. A utilização 

da sorologia na identificação de fungos, tão intimamente re=

· !acionados quer sob o ponto de vista morfológico ou fisioló=

g:lco, foi desenvolvida pela preparaçao de um soro=imune para

�.pisi 8 através do emprego do processo de absorção com anti=

genes heterólogos{de �.pinodella e de A.pinodes).

GILL e POWELL (1969) u usando extrato de micé= 

lio e métodos de imunodifusão u nao lograram resultados sa�is 

fatórios na separação de oito raças fi�iológicas de 

Phytophthora fragariae Hick. 

Além de alguns trabalhos, nos quais MATSUMOTO 

(1929) u TEMPEL (1959) 8 GOODING (1966) demonstraram alguma� 

ocupar.ao com o esclarecimento da natureza química das substân T =

cias f6ngicas, que tem capacidade antiginica; mais recente-

mente e e principalmente no campo de micologia médica 0 muitos 

autores tiveram a sua atenção despertada para esse importan=

te aspecto da sorologia u isso porque 0 com base nesses estu=

dos 0 será possível selecionar antígenos altamente específicosº 

Dentro desse campo de estudo diversos pesqui= 

sadores tem reconhecido a importância dos polissacárido� co= 

mo ant!genos de fungosº 

WILCOX e LINK (1935) verificaram que polissa=

cá.ridos isola.d.os de 01 strains ºº de Neurospora tetrasperma Shem: 

& Dodge reagiram positivamente 0 em testes de precipitinas Q 

com anti=soros obtidos de coelhos imunizados contra ta.is 

19 st.ra.ins ºº e que o mesmo fenômeno sucedia · com carbohidrat.os 

específicos e solúveis isolados d.e oito ºªstrai:ns ºª de 

!esitophila Shear & Dodge u quando em reações com os respect!

vos anti=soros. 
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BISHOP e col. (1960) investigaram a estrutura 

de polissacáridos existentes nas paredes celulares de levedu 

ras, visando elucidar o seu contexto sorológico. Além destesu

muitos outros autores {BISHOP e col. 1962; KWAPINSKI 1963 0 

SUMMERS e col. 1963) têm estudado os polissacáridos e outras 

fra.ções antigênicas u procurando determinar suas estruturas 

qu!m,icas u relações sorológicas e especificidade. 

Segundo PEPYS e LONGBOTTON (1967) u que reuni= 

ram boa parte da literatura neste campo de estudo u a impor=

tâneia imunológica dos polissacáridos como antígenos especí= 

ficas de fungos e bactérias é tão grande u que tem estimulado 

diversos autoresu a obter polissacáridos purificados e livres 

de proteínas. Ainda de acordo com esses autores Q investiga� 

ções recentesu com polissacáridos de fungosu tem demonstrado 

que eles contêm '!!ilna série de reagentes úteis para a produção 

de reações antigeno=anticorpo altamente espec!fi9as., 

Na literatura nacional , nada pudemos encon=

trar sobre a aplicação de métodos sorológicos em estudos so=

bre os fungos de interesse fitopatológicoe 



3� MATERIAIS E Ml::TODOS 

3.1. Estudos sobre alguns aspectos da fisiologia qe 

·A.phaseolorum

. 3.1.1. Cultura do patógeno utilizada 
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Para esses ensaios foi empregada a cepa de 

�.phaseolorum n° IB 731 G 8 isolada em 1968 0 de plantas de be 

rinjela da.variedade Nacional u provenientes do Município de 

Embu, e que 0 em ensaios já realizados anteriormente(TERANISHI 

. e FIGUEIREDO 1968) mostrou ser altamente patogênica para a 

berinjela e para outras plantas de interesse econômico. 

3.1.2. Método para esporulação do funCJQ_ 

Após a utilização preliminar de diversos meios 

de cultura naturais e sintéticosu os melhores resultados fo=

ram obtidos empregando�se o como substrato /l grãos inteiros de 

'feijão esterilizados. Nestes testes 8 foram empregadas as es=

pécies Phaseolus vulgaris Le das variedades roxinhov jalo 0 m� 

latinha, chumbinho e Phaseol.us angular is Kaw. comumente conhe 

cido pelo nome de Azuki 0 

O método foi o �eguinte: a quantidade de fei= 

j,ão necessária para o preparo do inóculo era lavada para a 

eliminação dos res!duos de terra e detritos e depois co&oca=

·da para embebição em água, por um perlodo d.e 24 horasº Em l!!Je

guida, era feita nova lavagem eliminando=se o excesso de á=

gua, e os grãos embebidos distribuidos em Erlenmeyers de 125

ml, a razão de 20g por fra.scoe Estes eram então autoclavados
' o 

por um período de 30 minutos a 120 e. O fungo era depois re=

picado para os Erlenmeyers contendo o meio -e incubado à tem
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peratura adequada (21°c). Muitas vezes 0 foram empregados em 

vez de Erlenmeyers 0 tubos de ensaio contendo Sg de feijão. O 

método foi posteriormente aplicado para todas as cepas de 

Ascochyta, estudadas nos ensaios subsequentes e que constam 

do Item 3.4.2.1. 

3.1.3. Crescimento do fungo à diversas temperaturas 

Para estudar os efeitos da temperatura sobre a 

crescimento vegetativo do fungo �.phaseolorum foi realizado 

um ensaio em meio de Czapeck sólido. 

Após a esterilização u em autoclaveu o meio foi 

distribuído em placas de Petri de fundo chato u medindo 10cm 

de diâmetro por 2cm de altura 6 a razao de 20ml por placa. A 

repicagem foi feita no centro da placa empregando=se 8 para is 

so, pequenos cilindros de 5mm de diâmetro de meio de cultura 

contendo o fungou retirados por meio de um furador de rolha� 

da parte periférica de culturas purasu com 6 dias de idade e 

desenvolvidas em placas de Petri contendo meio de batata 0 á=

gàr e dextrose (B.AeD) 0 As placas assim preparadas, foram en 

tão colocadas em câmaras de temperatura controlada para 369; 

12z 15; 18; 21; 24; 21õ 30 e 33 graus centígrados, empregam=

do-se 6 repetições para cada nível de temperatura. 

A leitura foi realizada após 7 dias 8 pela me=

dida do diâmetro médio das culturas para cada uma das repeti 

ções. Segundo BROWN (in HAWKER 1950) , esse método em que se 

mede o diâmetro médio de culturas em meio sólido, é bastante 

adequado para o estudo do crescimento de fungos a diferentes 

 temperaturas e o melhor par ser aplicado em estudos e�plora=

tórios. 



3.1.4. Determinação da temperatura ideal para esporulação 

Para a determinação da temperatura mais ade=

51uada Pª!Cª esporulação·u o meio empregado foi o de feijão ,pre

parado como em 3.l.2c Após a repicagem do fungo (cepaIB 731S) 

os frasoos(Erlenmeyers) foram incubados por 10 dias sob con=

, �ições de temperatura controlada u empregando=se um frasco p� 

ra cada temperaturaº As temperaturas utilizadas foram 9; 12; 

15; 18; 21; 24, 27 e 30 graus centígrados. Para efeito de do 

cumentaçãou a experiência foi também realizada utilizando= .se 

em lugar de Erlenmeyers u tubos de ensaio contendo 5g de fei=

jão. Depois do período de incubação 8 os frascos foram aber=

tos e deles retirados separadamente 1,5g de meio contendo o 

fungoe Ã cada amostra de l 0 Sg foi juntada 50ml de água desti 

lada 0 submetendo=se a trit�ração em liquidificador por um p� 

r!odo de 5 minutos. Os produtos da trituração foram peneira=

dos por 3 vezesu empregando=se 2 peneiras tipo Granutest, a=

copladas e com malhas de 0,149 e 0 0 044mm, para eliminar detrl 

tos de feijão. Dessa maneira foram obtidas suspensões de co=

n!diosu de forma padronizada, e cujas concentrações de espo=

ros por ml foram calculadas ao microscópio empregando=s� um 

hematocitômetro (Improved Newbauer 1/400 SQ.MM 1/lOmm 

ultraplane). 

3.le5. Obtenção de suspensoes de esporos

deep 

As suspensões de esporos foram obtidas acres=

centando=se água estéril is culturas esporuladas em meio de 

feijão 0 contidas em Erl�nmeyers ou tubos de ensaio e subme=

tendo=as a agitação moderada para facilitar a liberação dos 

conidios. Para separação de impurezas a suspensão era po�te=

.riormente submetida a uma peneiragem pelo mesmo processo dés 
. -
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3.1.6. Determinação da temperatura ideal para germinação. dos 

conídios 

Para determinação da temperatura mais adequ�-
. .  

da para germinação dos con.ídios procedeu=se da maneira que se 

segue: 

Lâminas de vidro para microscopia foram reco=

bertas com 2ml de meio de agar água (20g de ágar/1 litro de 

água) previamente fundido em banho=mariaº Após a solidifica=

ção do meio sobre as lâminas u foi aspergida de maneira unifor 

·me uma suspensão de 2,8 x 10 6 esporos/rol, obtida a partir de

cultura pura com 18 dias de idade. A aspersão foi feita com o

auxilio de um aspersor de vidro u acionado a ar comprimido

As tâminas assim tratadas foram então colocadas dentro de pla.

cas de Petri estéreis u com dimensões de 12cm de diâmetro por

20in de alturau a ra�ão de tres lâminas por placa. No interi

or das placas foi eôlocado um chumaço de algodão embebido em

água, para evitar a desidratação do.meio. As placas assimpxe
-

paradas foram então colocadas em câmaras.de temperatura con ...

trolada. As temperaturas experimenta.d.as fora.mi J, 6, 9, 12�

15, 18, 21, 24, 21 u 30 u lJ e 36 graus centigrados ., colocand52

•se uma placa a cai.da temperatura. A$! leituras foram realiza

,:cbts, .ao microscópio u após 6 • 12 horas de incubação contandsf, 

-se 200· esporos de cada lâmina e anotando-=-se a porcentél.gem

ae germinação. 

-�. l. 7 e Determinação . da idade ideal aproximada da cul tU(f!. pa�

ra seu emprego em testes de patogenicidade 

Para <determinação da idade mais adequada ,arl 

� 
 

utilização dos eon!dios no preparo de inóc:ulo, e:m.pregCJU-se

· o método seguinte;
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Apds a embebição dos grãos de Azuki, estes fo 
. . -

ram distribuídos em 40 tubos de ensaio a razão de Sg por tu

bo, que foram f echado·s com tampas de algodão e autoclavados. 

Após a autoclavagem e resfriamento, os tubos foram vedados 

com rolhas de borracha,também estéreis,empurrando=se um pou=

oo a tampa de algodão para dentro do tubo e armazenados em 

refrigerador. Na ocasião da repicagem a tampa de borracha era 

retirada conservando=se apenas a de algodão. O emprego da ve 

dação dos tubos com rolhas de borracha teve por finalidade� 

vitar a perda de água e consequente desidratação do meio de 

cultura, antes da sua utilização. As repicagens, foram fei� 

_tas diariamente, retirando-se a rolha e transferindo=se o 

fungo A.phaseolorum para dois do,s tubos, que eram posterior=

mente colocados em estufa de temperatura controlada para 21°c 

Dessa forma foram obtidas culturas com um gradiente de ida=

de variando de um dia, de uma para outrae O material dos tu

bos foi utilizado quando a cultura do último tubo atingiu a 

idade de 7 diase Foram assim obtidas e testadas culturas es=

porulantes cuja idade variava de 1 a 27 diase Tomou-se como 

idade mínima para o .teste 6 culturas de 1 dias porque apenas 

após esse período a esporulação se torna perceptível, pelo� 

parecimento dos primeiros picnídios. Quando os tubos foram 

abertos o conteúdo dos dois· tubos de mesma idade foi coloca=

do em Erlenmeyers de 125ml aos quais se juntavam 50ml de á

gua estériL Depois de um per!odo de 15 minutos de repouso , 

para permitir a embebição do material, os frascos eram per12 

dicamente agitados vigorosamente, para permitir a liberação 

dos esporos, até completar 30 minutos. As suspensões de esp2 

ros assim preparadas foram então peneiradas ll para separação 

de detritos do meio de cultura e fragmentos do micélio. 
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A seguir, de cada amostra foi determinada a concentração de 

esporos por ml com auxílio do hematocitvmetro e com os dados 

obtidos foi determinado o gráfico 2. Em seguida q de cada a=

mostra foi testada a viabilidade dos esporos a 21°c pelo mes

mo método empregado no item 3.1.6. A leitura das lâminas foi 

feita 6 horas após, anotando=se a porcentagem de germinação. 

Com os dados obtidos foi construído o gráfico 3. A superpos! 

ção dos gráficos 2 e 3 fornéceu a área correspondente a id� 

de ideal aproximada das culturas para ensaios de patogenici= 

dade. 

3.1.8. Efeito da alternância de temperaturas 

Teve por finalidade estudar o efeito de perI2 

dos curtos de temperaturas altas e baixas sobre o fungo�Para 

isso foi montado um experimento da maneira que segue: 

54 frascos Erlenmeyers de 125rnl u contendo 40ml 

de meio liquido de C�apeck estéril u foram inoculados com Jçé 

tas de uma suspensão de esporos em água destilada estéril n� 

ma concentração de 10
6

/ml e colocados em uma câmara de temp�

ratura controlada para 24
°
c.

Após 24 horas foram retirados grupos de 6 fra� 

eos e transferidos para câmaras de temperaturas ajustadas p� 

ra 12 0 15 u 18 u 2l u 27, 30 u 33 e 36 gr�ns centigrados aí per=

manecendo por um período de 4 horas para depois retornarem à 

temperatura base (24°c). Um grupo de seis frascos foi manti=

do permanentemente a 24°c como controle. Essa operação foi

repetida diáriamente por todo o período de duração do ensaio., 

A @�l�ta dos dados foi reali�ada após 10 dias 

de incubação pela pesagem do micélioº Para isso o micélio 

contido em cada frasco foi colhido separadamente 0 por filtr! 



çao das culturas u em discos de papel de filtro 

pesados. A filtração foi feita co:m o auxílio 

previamente 

de um funil 

de Buc.kner e de um Ki tas ato, cuja operação era acelerada pe""

lo emprego de uma trompa de vácuo. Os discos de papel conte!!, 

do o micélio foram então colocados para secar em forno Pasteur 

a 60°C u até peso constante. O peso do micélio seco foi depojs 

obtidou pela diferença em relação a primeira pesagem. 

Após a obtenção do peso do micélio de todos os 

frascos, foi calculada a média para cada temperatura. 

3.2. Estudo comparativo entre os sintomas induzidos em berin=

jela por �phaseolorum e por P. vexans 

3.2.1. Exames de material herborizado 

Como parte inicial dos estudos comparativos 

entre �.phaseolorum e �.vexans procedeu=se ao reexame micros 

cópico de todos os materiais de berinjelau constantes do her 

bário da Seção de Micologia Fitopatológica em que o fungo 

P.vex�ns figurasse como agente responsávelG Assim foram exa=

minadas as seguintes exicatas� 

N9 ESPECIMEM 

4825 Frutos 

4865 Folhas 

DATA COLETA LOCALIDADE 

23=08=1�44 Itariri 

30=12=1944 Itararé 

6651 Hastes e folhas 23�07-1956 Ja6 

SP 

SP 

SP 

9135 Caules 29=07=1957 Terra Roxa= SP 



3.2.2. Culturas utilizadas 

Para o estudo comparativo, os sintomas foram 

obtidos através de inoculações experimentais e para isso foi 
j empregad@ a cultura de A.phaseolorum IB 731 G já referida no 

Item 3.1.1. e duas cepas de Phomopsis vexans, a cultura 

IB 827 G.isolada em 16=05=68 de hastes e frutos de plantas 

de berinjela provenientes do município de Bebedourou S.P. 0 e 

a cepa IB 932 G que corresponde a cultura n9 127.14 C.B.S.do 

Central Bureau vorr Schi:mmelcultures = Baarnu Holanda 0 gen� 

tilmente cedida pelo Dr. J.A. von Arx. 

No.s ensaios de inoculações preliminares reali 

zados, a cepa IB 932 G mostrou=se pouco patogênica, com de=

senvolvimento muito lento dos sintomasº Diante desse fato, a 

cepa foi abandonada passando=se a empregar apenas a cepa 

3..2.3. Obtenção de suspensões de esporos 

· O método seguido para obtenção de suspensão

de esporos de A.phaseolorum;foi o mesmo descrito nm item 

-

Para P.vexans as suspensoes foram obtidas a 

partir de culturas purasu desenvolvidas em tubos contendo 

meio de B.A.De (2% de ágar e 2% de dextrose) com aproximada=

mente 25 a 30 dias de idadeº Aos tubos de cultura contendo 

as frutificações de �.vexans era acrescentada certa quantida 

d� de água destilada estéril promovendo=se posteriormente a 

raspagem da superf!cie do meio com uma agulha estéril 

�aeilitar a liberação dos esporos8 Depois a suspensão obtida 

era peneirada em duas peneira tipo Granute�tu já descritas 

anteriormente 



3.2.4. Inoculações experimentais 

3.2e4.l. Variedades de berinjela utilizadas 

As seguintes variedades foram estudadas compa 

rativamente quanto aos sintomas causados por �.phaseolorum 

e. P. vexains :

Santa Genebra ou Campinas (I 3015); Gigante 

(I 3340) ô Giant White (I 3743); Pitangueiras (I 2201); Forth 

Myers Market (I 506); Florida Market (I 2104), Early Long 

Purple (I 1793); Nacional ou Embu e Híbrida de Piracicaba 

(F 100). As 7 primeiras variedades foram obtidas da coleção 

do Instituto Agronômico; a variedade Embu ou Naeional v na c2 

operativa Agrícola de Cotia e o Híbrido da coleção do Depar= 

t.amento de Genética da E.S._A.L.Q. 

3.2.4.2. Ensaios em laboratório 

3.2.4.2.1. Inoculações de folhas = As inoculações foram rea

lizadas emprega.ndo=se o 39 ou 49 par de folhas de plantas j_2, 

vens (+ ou = 3 meses de idade) de cada uma das 9 variedades, 

cultivadas em condições de estufa. 

As folhas foram retiradas das plantas cortan=

do=se o pecíolo junto da haste 8 de maneira que o mesmo ficas 

se o mais longo possivel. Após essa operaçao as folhas foram 

lévadas ao laboratório e com o auxilio de um aspersor de v�

dro u acionado a ar comprimido, foram inoculadas nas duas fa=

cesu com suspensões de esporos do fungo preparado como des

crito nos Itens :Ll.5. e :L283. 

As suspensões de esporos foram sempre acresc! 

das de um espalll".ante adesivo (Esapon) para melhorar a distr!_ 



buição do inóculo_ empregando=se 1 gota para cada 100ml da 

suspensao. Na operaçao de aspersão houve sempre o cuidado de 

se colocar as folhas a certa distância do aspersor, de mane! 

ra que a cobertura das folhas fosse o mais homogênea poss!=

vel, sem que houvesse escorrimento do excesso de suspensão . 

Nos ensaios preliminares foram empregadas SU§. 

pensoes com as concentrações acertadas para: 10 7 , 10 6 ; 10 5 e 

104 conídios por ml. Posteriormente o método foi padronizado, 

�assando�se a empregar apenas a concentração de 10 6conÍdios 

por ml u que permite melhor leitura dos resultados. No caso 

de P.vexans os estilosporos não foram computados para efei= 

to da concentração de esporos. 

Após as inoculações, as folhas foram coloca=

das em câmaras úmidas constituídas por caixas plásticas de 

- -30 x 22 x lOcm 0 transparentes e com tampa 0 do tipo normalmen 

te utilizado para refrigeradores caseiros.

As caixas foram previamente desinfetados e pa 

ra evita� o contato das folhas com o fundo das caixas plásti 

cas, fator esse.que poderia alterar a homogeneidade na dis=

tribuição e intensidade dos sintomas, foi preparada uma arm� 

ção construida com papel de filtro grosso dobrado e perfura�. 

do de modo que as folhas ficassem ligeiramente apoiadas na 

armação pela face inferior e os pecíolos u passando.através da 

.p.e rfuração do papel 8 apenas tocassem o fundo da caixa� A 

estas se j�ntava certa quantidade de água que fosse suficie!!_ 

te para que as extremidades dos pecíolos ficassem submersas. 

Foram usadas 6 caixas; 3 contendo folhas inoculadas com 

!•Phaseolorum e 3 com P.vexans.Cada caixa continha 15 folhas 

sendo 5 para cada variedade. Dessa maneira obteve=se 45 fo=

lhas inoculadas com cada fungo. As caixas eram depois fecha=



das e colocadas em câmaras com temperatura controlada para 

21°c onde as condições ambientais são adequadas para o cres=

cimento dos fungos e as folhas permanecem em ··. boas condições 

por um período de tempo mais longoº As folhas controleu num 

total de 15 9 foram aspergidas com água estéril e submetidas 

ao mesmo tratamento. Segundo NAMEKATA (2), processo semelha� 

te a esse tem sido usado no Japão para inoculação de folhas 

de citros em estudos sobre Xanthomonas citri (Hasse)Dow. 

As leituras foram realizadas 4 dias após as 

inoculações e a documentação fptográfica depois de 6 dias. 

3.2.4.2.2. Inoculação de frutos � Para comparar os sintomas 

induzidos por �-Phaseolorum e �.vexans foram empregados fru=

tos de tamanho médio e .adquiridos no mercado. Portanto nao 

foi possível a determinação da variedade utilizada. Os fru=

tos foram previamente lavados com água e sabão depois com ã= 

gua destilada esteril e secos com toalha 0 também estéril. 

As inoculações foram realizadas adotando=se 

duas técnicas diferentese Uma delas foi injetando=se OvSml 

de suspensoes de esporos sob a casca dos frutos com o auxílio 

de uma seringa hipodérmica. Outra técnica adotada foi perfu=

rar os frutos com o auxílio de uma agulha estéril e em segu! 

da introduzir pela perfuração corpos de frutificação.No caso 

de �.vexans as frutificações foram obtidas em meio de B.A.D. 

e para �.phaseolorum a partir de culturas desenvolvidas so=

.bre meio de Azukiº 

Após as inoculaçõesv as perfurações foram co

bertas com pequemtt peça. de esparadrapo, os frutos colocadosi 

dentro de caixas plásticas do tipo utilizado no .item 3.2o4o2J.. 

e a seguir deixadas para incubação no laboratório ã temper� 

(2} TAKAO NAMEKATA = informação pessoal 
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'tura ambiente. Ensaios preliminares demonstraram ser preferi 

vel deixar as caixas p;n,.ásticas parcialmente descobertas evi= 

tando a formação de câmara excessivamente Úmida poisv apesar 

de assepcia inicialu é bastante difícil a eliminação de age� 

tes secundários de podridÕes instalados junto ao pedúnculo 

dos frutos ou entre as brácteas do cálice persistente. Essas 

·podridões, muitas vezes de origem bacteriana u se generalizam

dificultando a leitura dos resultados.

�.2.4.3. Ensaios em casa de vegetação 

3.2.4.3.1. Inoculações por aspersao = Nestes ensaios foram 

empregadas plantas com tres a quatro meses de idade. Para as 

inoculações foram utilizadas oito plantas de cada variedadev 

sendo quatro inoculadas com �.phaseolorum e quatro com 

P.vexans.

Foram aplicadas sobre as folhas e hastes sus=

pensoes de conídios em concentrações iguais as utilizadas nos 

ensaios �in vitro� ou seja 106 esporos por ml.

A aspe�são foi feita com um aspersor de vi�

d�o , acionado a ar comprimido, de maneira a se obter uma co 

bertura completa das plantas atingindo as faces superiores e 

inferiores das folhas. Também neste caso u foi empregada uma 

pequena quantidade de espalhante adesivo (Esapon) para a�se=

gurar sucesso na inoculação. Após a inoculação, as plantas 

foram mantidas por 48 horas em condições de câmara úmida. Is 

so foi conseguido colocando-se as plantas no interior de um 

compartimento envidraçãdo da casa de vegetação, com dimensões 

�e 2,4m de comprimento ; Ov80m de largura e l,lOm de altura, 

contendo no seu interior um bico para tomada de água e out�o 



para ar comprimido e construindo=se um aparelho pelo qual �é 

obtinha a aspersao de água dentro da câmara a cada 10 minutos. 

Dessa maneira foi poss!vel -manter êl.S plantas sempre umedeci= 

d.as sem que houvesse escorrimento de igua e consequente lav.!

gem das folha.se As leit:uras foram realizadas após seis dias 

e a documentação fotográfica após 10 e 14 dias. 

3.2.4Q3.2o Inoculações por injeção = Para estes ensaios fo=

�â'ffi"ctempregadas plantas de quatro a cinco meses de idade 9 pla,!l 
' 

!. 

:tadas em vasos e desenvolvidas em condições de casa de vege= 

tação. As inoculações de à•Phaseolorum e �.vexans foram fei= 

tas usêmdo=se tres a quatro plantas de cada variedade. A ª9:!! 

lha Yíipodérmica era inserida na haste principal de baixo pat!' 

ra cima e depois ligeiramente recuada de modo a propiciar pe 

queno espaço onde era injetada pequena quantidade das suspen 

eões de esporos a wna concentração aproximada de 106 esporos 

por ml. As plantas controle foram inoculadas com igua desti= 

ladae Por injeção foram também inoculad6s alguns frutos das 

variedades Giant White e Sta. Genebra, desenvolvidos em casa 

de vegetação. Neste caso, as inoculações foram feitas inje==

tando=se O, 5ml das suspensões,· sem destacar os fr1llltos das 

3.3. Alguns aspectos da sintomatologia induzida por 

�� phaseolorum em outras plantas de importância 

econômica e determinação de novos hospedeiro� 

Com a finalidade de esclarecer alguns �spec="" 

tos da doença causada por �eph�seolorum em outras plantas de 

interesse econômico procurou-$e u na medida do pos�Ivel,iecle 



tar dados de campo e de laboratório e reunir documentação f2, 

tográfica que pudesse contribuir para o reconhecimento, da df?. 

ença. Uma parte do material empregado para documentação foi 

proveniente de infecções naturais e coletada, em culturas dé 

dtferentes mmic:lpios. Outra parte, foi obtida através de i=

noculações �m condições de estufa, as qmais, foram sempre re 

alizadia.s empregando=se a técnica descrita em 3.2.4o3.l. 

Os sintomas de Ascochyta phaseolorum foram es 

tudados, principalmente, para as plantas dei algodão, feijão, 

�àgem '•\, pimentãov quiabeiro e tomateu em cujas culturas a 

doença costuma aparecer com maior frequência ou gravida.de. 

Para determinação de hospedeiros naturais,in! 

c.ialmente procurou=se identificar e isolar o patógeno a par

tir da coleta de plantas nativas que apresentassem lesões s� 

melhantes causadas pelo fungo �.phaseolorum. Essa coleta era 

realizada 0 prefere�cialmente, ao redor de culturas econômi= 

cas tais como: berinjela, vagem 1 feijão, etc., que estives

sem atacadas pelo patógeno, aumentando assim a probabilidade 

de suce_sso. Entretanto O embora o fungo tivesse sido isolado 

muitas vezes 11 as dificuldades encontradas para identificação 

das plantas nativas obrigou o abandono do método. Diante des 

sé fato, e visando contornar essa dificuldade procedeu-se de       

maneira. inversa ., ou seja, foram relacionadas diversas plan

tas nativas que após identificação eram transplantadas para 

_vaseae inoculadas por aspersão, em condições de estufa, O 

critério de seleção baseou=se, em parte, no trabalho real!�� 

do por ALCORN (1968) que em Queensland = Austrália = rela..,_,

o:i'O"nou 4,3 hospedeiros naturais dQ !oPhaseolorum pertencentes 

a -14 diferentes famílias botânicas. Desliia forma foram inoQu.

l$j.as, segundo a ticmica descri ta em 3 º 2 º 4 ® 3 .1. as diversas 



plantas constantes da tabela I. Nessa relaçãou fo:ea:m< �$!

das algumas poucas plantas de interesse econômico. As leitu=

ras dos resultados fo�am feitall:.l seis dias depois da inocula"" 

ção.De acordo com a presença e intensidade dos sintomas apr� 

sentados 9 as plantas foram classificadas como: imunes ou não 

suscetíveis (=) vsuscet!veis (+)e altamente suscetíveis (++). 

Após a leitura foram coletadas amostras das plantas para exa 

mes de laboratório e reisolamento do patógeno. 

3.4. Emprego da sorologia como método auxiliar para identifi= 

cação de �.phaseolorum e especificação de fungos do gê= 

nero Ascochyta 

Para os estudos sorológicos foram empregadas 

diversas culturas de Ascochyta. Algumas supostamente de 

�.phaseolorum, em virtude dos hospedeiros de onde tinham si= 

do isoladas. Outras, provavelmente, pertencentes a outras es 

pécies e isoladas de plantas sobre as quais �.phaseolorum nao 

tem sido identificado. Muitas culturas foram especialmente 

isoladas para emprego nos diversos testesu outrasu seleeion� 

das da coleção do Instituto Biológico. Além de fungos do gê

nero Ascochyta, outros gêneros entraram nos ensaios com a fi 

nalidade de testar a especificidade do método. Como cepa pa=

drão de AGphase@lorum foi empregada a cultura IB 131 G. 

3.4.1. Isolamento das cepas 

O :material vegetal utilizado para os isolame!l 

tos de diversas cepas empregadas no presente trabalho consti 

tuiu de hastes, fruto� e folhas da� diversas plantas coleta=

das no campo e apresentando lesões earacter!sticas de f�i' 

·do gênero Ascochyta.
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TABELA I Relação de plantas inoculadas com �.phaseolorwn 

NOMES CIENTÍFICOS 

Ageratum conyzoides L, 

Amarantus hibridus L. 

Amarantus viridis L. 

Asclepias curassavica L. 

Bidens pilosa L. 

Brassica sp 

Chenopodium ambrosioides L. 

Chenopodium sp 

Cynara scolymus L. * 

� stramonium L. 

· Euphorbia prunifolia JOCC!J

Galinsoga parviflora Cav.

rpomea batatas (L.) Lamb. *

Ipomea cairica Sweet

Ipomea longicuspis Meisso

Lantana � L.

Leonotis sp

Leonurus sibiricus L,

Malva parviflora L,

Nicandra physaloides L,

· Physalis sp

Plantago � L.

Polygonum sp

Richardsonia brasiliensis

Hayne

� obtusifolius L,

Siegesbeckia sp

� rhombifolia L.

�- sp

Solanum aculeatissemun

Moench 

Solanum americanum Mill.

soianum ciliatum Lam.

Solanum viarum Dunal

Sonchus oleraceus. L,

Taraxacum officinale Weber

FAMÍLIA NOMES VULGARES 

Compositae catinga de bode 

Amarantaceae carur�; caruru bravo; caruru de folha larga 

Amarantaceae caruru; caruru manso; caruru de folha estreita 

Asclepiadaceae oficial de sala; paina de sapo; falsa erva de rato 

Compositae picão; picão preto 

Cruciferae nabo selvagem; nabo bravo 

Chenopodiaceae erva de Sta. Maria; erva do bicho 

Chenopodiaceae quenopodio 

Compositae alcachofra 

Solanaceae estramonio; figueira do inferno 

Euphorbiaceae amendoim bravo 

Compositae picão branco; fazendeiro 

Convolvulaceae batata doce 

Convolvulaceae campainha 

Convolvulaceae campainha 

Verbenaceae camará miúdo, erva de grilo 

Labiatae -------.-----

Labiatae mato ximango; erva do Santos filho; rubi 

Malvaceae Malva 

Solanaceae joá de capote; quintilho 

Solanaceae joá de capote 

Plantaginaceae língua de vaca 

Polygonaceae erva de bicho 

Rubiaceae poalha; poalha branca 

Polygonaceae 

Compositae 

Malvaceae 

Malvaceae 

Solanaceae 

Solanaceae 

Solanaceae 

Solanaceae 

Compositae 

Compositae 

azeda graúda; azedinha do brejo 

vassoura; guaxuma; guaxumba.; mata peuat@ 

vassoura; guaxuma; guaxumba; mata pasto 

joá 

erva moura; maria preta; maÉia pretinha 

joá bravo; mata cavalo 

joá bravo
1 

joã amarelo 

serralha 

dente de leão; almeirão bravo 

* plantas de interesse econ&mico



36 

Para os isolamentos foram empregados os . se

guintes processos: 

3i 4. 1. 1. Isolamento direto 

Com o auxílio de uma lupa e uma agulha histo=

!Ôgicau eram retirados diversos picnídiós ou os esporos ex=

trudados os quais eram semeados em placas de ágar água(A.A.). 

Após o crescimento era feita repicagem para tubos de BeA.D . 

Este processo foi empregado somente quando sobre as lesões e 

ra observada farta frutificação do fungo. 

3.4.1.2. Isolamento direto com flambagem 

As partes vegetais contendo as lesões eram 
... o Ifiergulhadas rapidamente em acool 95 GL, .flambadas em bico de

Sunsenffe. procedendo=se posteriormente ao isolamento. Este pr2, 

dêsso foi empregado p�incipalmente, quando o material era 

constit.u!do de frutos ou hastes e nio eram observadas fruti"."'

licações do fungoe 

.-.�.4.1.3 0 Isolamento com desinfecção 

As partes lesadas eram cortadas em pedaços.,de 

2 ou 3cm, mergulhadas durante 1 minuto em icool a 95°G;t.o, re

tiradas e novamente mergulhadas pelo mesmo espaço de tempo 

êm solução de sublimado corrosivo a 1:1.,000m Posteriormente 
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o material era lavado por diversas vezes em água estéril e

colocado em placas de Petri também estéreis, contendo papel 

absorvente para eliminar o excesso da água de lavagem. A se=

guir, era cortado e fragmentado assépticamente com o auxílio 

de um bisturi e semeado em placas de Petri contendo meio de 

A.A. ou B.A.D.u colocando=se 4 a 5 fragmentos por placa.Após 

:,o crescimento, as culturas eram repicadas para tubos conten=

do B.A.D. e guardadas para uso posterior. 

3.4.1.4. Isolamento por câmara úmida 

Como medida de garantia para isolamento dos 

fungos /j uma parte dos materiais p nos quais o fungo não frut!_ 

ficava e para os quais se empregou os processos de t,;solmnen

to com flambagem e desinfecção, foi sepa�ada e colocada no 

interior de cubas de vidro, em conqições de câmara úmida, p� 

ra induzir a esporulaçio
::

do fungo. Quando havia esporulação 11

os isolamentos eram realizados pelo processo já descrito em 

3.4.1.1. 
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3.4.2. Relação das culturas utilizadas nos ensaios sorológicos 

3.4.2.1. Relação das culturas de Ascochyta 

"'NÚMERO DATA DO 
CULTURA HOSPEDEIRO ISOLAMENTO. PROCEDENCIA 

IB 723G Café {Coffea arabica L.) 28-08-68.São Paulo SP

lB 731G*Berinjela{Solanum melongena Lg) 05=07-68 Embu SP 

IB 757G Café -- -- -- Kenya Africa 

IB 791G Couve flor(Brassica oleracea L. 15=08=68 Embu SP 
var. botrytis L.)

IB 795G Berinjela 

IB 798G Repolho(B.oleraceae L.var. 
capi tata-L G ) 

IB 799G Tomate{Lycopersicon esctilentum 
Mill.) 

IB 802G Algodão(Gossypium hirsutum L.) 
· (folha)

IB 804G Quiabo(Hibiscus esculentum L.) 

IB 834G Couve flor 

IB 853G Berinjela 

IB 863G Pimentão(Capsicwn annum L.) 

IB 865G Vagem(Phaseolus vulgaris L.) 

IB 866G Repolho 

IB 86;7G Xuxu (Sechium edule L.) 

IS 873G Tomate 

IB 886G Pepino(Cucumis sativus Le) 

IB 893G Mamoeiro (Carica papaya L0) 

IB 894G Alcachofra(Cynara scolymus L0� 

IB 909G Berinjela 

IB 931G Tomate 

IB 946G Tomate (fruto)

IB 947 Algodão

04-06-67 Campinas SP

15-09-68 Embu SP 

25-09�68 Embu SP 

17-01=69 R •. Preto· SP 

10-03-69 Embu SP 

20-08�68 Embu SP 

26-10-69 Caraguatatu-
ba SP 

03-11-69 Embu $P 

03-11-69 M.das cruzes
SP 

03-11=69 M.das Cruzes.
SP 

17-11-69 Embu SP 

02-12=69 Modas Cruzes
SP 

17-12-69 Atibaia SP 

10-06-69 Brasilia DF

17-10-69 V.Grand� SP

05-12-69 Embu SP 

-- -- -- CBS · .-aarn 
Holanda 

12-08-70 Jaraguã do 
Sul se 

12-08-70 Embu SP 

* Cultur:ra padrão de A�cochyta phaseolorum
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-,�OMERO 
CULTURA FUNGO HOSPEDEIRO ISOLAMENTO PROCEDENCIA 
·IB 241G Aspergillus niger

V.Tiegh
Cebola 14=0l�62 S.,J.R., Preto 

. .. .  ,· 

.IB 278G Penicillium digitatum Citros
· ._.... Sa.cc. {frutos) 

SP 
29=08=62 Limeira SP 

lB 279G Penicillium italicum Citros 09=11�62 Limeira SP 
Wehmlf·.e (frutos) 

IB 334G Aspergillus flavus 
Link 

IMUFP Pe 

IB 408G Pestalotia �almarum 
Cke. 

Coqueiro 
(raquis) 

== == == Caraguatatu=

ba SP 
 a 428G Fusarium moniliforme Abacaxi 

Sheld var o subglutinans(.rutos) 
Wr. & Rig • 

30=11=64 Sete Lagoas 
MG 

  ;� .526G Ceratocystis paradoxa Coqueiro 22=03=66 
(Dade) C.Moreau (frutos) 

,iB 747G
, ·. 

Verticillium albo=

atrum Reink &73er°thw 

Verticillium dahliae 
Kleb. 

t:J�827G Phomopsis vexans · - (Sacc s & Syd.)Harter 
Colletotrichwn 
gloeosporioides 
Colletotrichum 
gloeosporioides 

Penz 

Íl3,9�2G Phomopsis vexans 
(Saccº & Syd.)Harter 

Tomate 
(hastes) 
Amendoim 

03=10=68 

13-12=67

Berinjela 16=05=68 

Berinjela 25 =11=69 
(frutos} 

Berinjela 19-10=70 
· (frutos)
Berinj.ela

Nova Zelandia 

Campinas SP 

Bebedouro SP 

Campinas SP 

M.das Cruzes
SP 

CBS Baarn 
Holanda 

'.ÊB 949G Fusari-um sp Citros 16=09=70 Stae Fé do 
SP (frutos) Sul 

, . ·,

3.4.3e Manutenção de culturas 

Para preservação das diversas culturasu duran 

te o período de desenvolvimento dos trabalhos, foram usados 

qs segu.i.:n,tes processos:

,-3"� 4. 3 .1 º Em tubos de cultura 

As culturas foram mantidas em tubos contendo 

. ��to inclinado de B.AeD. e guardadas inicialmente a tempera=
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tura ambiente de laboratório e posteriormente,em câmaras com 
+ o temperatura controlada para = 10 e. As repicagens eram reali 

zadas a cada 3 ou 4 meses, mantendo=se 12 tubos para cada cul 

tura. 

3.4.3.2. Em agua destilada 

Todas as cepas utilizadas no experimento fo=

ram também preservadas em água destilada e solução fisiológi 

ca salina, conforme processo descrito por FIGUEIREDO (1967). 

Para cada cepa foram empregados quatro frascos de 6ml sendo 

dois com água destilada e dois com solução fisiológica salina. 

3.4.4. Preparo e conservaçao dos anti=soros (AS) 

Na tentativa de estudar a possibilidade do 

emprego de métodos sorológicos na identificação de 

!•Phaseolorum e especificação de fungos do gênero Ascochyta,

foram imunizados 4 coelhos sendo 2 com o isolamento IB 731 G 

de Ascôchyta phaseolorum e outros 2 com o isolamento 

IB 526 G de Ceratocystis paradoxa (Dade) C.Moreau. Este Últi 

mo fungo foi utilizado como padrão de controle para testar a 

especificidade antigênica, da qual depende a eficiência do 

método. Antes da primeira injeção foi feita uma sangria e os 

soros normais guardados em congelador para serem empregados 

como controle das reações sorológicas. 

Os antígenos imunizantes de A.2haseolorum fo=

ram obtidos a partir de suspensões de conídios preparadas co 

mo descrito em 3.1.5. As suspensões foram centrifugadas a 

4.000 rpm durante 10 minutos, tempo suficiente para decantar 

todos os esporos. Para isso, foi empregada uma centrifuga de 

mesa marca Tominaga, modelo T.O. - 65. Após a centrifugação, 
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a água foi eliminada e os esporos decantados foram resuspen=

sos em 5ml de uma solução fisiológica salina (Ov85% de NaCl). 

Essa operaçio,repetida a cada injeção dos coe 

lhos, forneceu suspensoes com concentrações aproximadas de 

107 a 109 con!dios/ml.

Para o preparo do inóculo de Ceratoc:ystis 

paradoxa, foram utilizadas culturas desenvolvidas em placas 

de Petri contendo meio B.A.D. e mantidas a 27 o C u que e uma

.temperatura bastante adequada para crescimento e esporulação 

do fungo. Após o crescimento e esporulação da cultura, o que 

ocorre aproximadamente após 6 ou 7 dias da repicagem, às pl� 

cas de Petri juntava-se certa quantidade de igua estéril,pr2 

cedendo-se a uma ligeira agitação e raspagem para facilitar 

a liberação dos esporos. As suspensões assim preparadas eram 

passadas por peneiras tipo Granutestu para eliminação de de=

tritos, micélio e corpos de frutificação. Obtida a suspensãq 

p�ocedeu=se da mesma forma como descrito para A.phaseolorum. 

Essas operações forneceram suspensões com concentrações âpl.'2, 

Jtimadas de 10
9 a 10

10 esporos/ml.

Nas primeiras fases do trabalho, as inocula� 

ções com tais suspensoes foram realizadas a cada dois dias , 

-injetando=se coelhos com peso aproximado de 3kg, por via in= 

tra=muscular (coxa) e aumentando=se gradativamente a dosagem 

de 1 até 5ml. Posteriormente, o método foi aperfeiçoado e as 

inoculações passaram a ser realizadas uma vez por semana, in 

jetando-se apenas 3ml das suspensões por animal f em duas do=

-ses intra,,,.;musculares de lu5ml em partes diferentes (coxa es=

querda e direita).

Durante o período que se seguiu às inoculaçõe� 

foram feitas sangrias periódicas, retirando=seu em cada uma 
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cerca de 5ml de sangue de cada coelho. Essas sangrias foram 

realizadas a guisa de triagem, e os anti-soros .(AS) obtidos 

eram empregados em testes imunológicos preliminares para ve-

•rificação da presença de anticorpos.

Quando os anticorpos foram considerados sufi=

cientes para reações sorológicas nítidas, foram feitas san=

grias totais por punção cardíaca. Os anti-soros obtidos,acre.! 

cidos de 1 gota de Mertiolato 1� 1. 000, para evitar contamin� 

çoes f foram acondicionados em ampolas de 5ml. Estas foram de 

··pois fechadas a fogo e guardadas em freezer.

Para maior simplicidade no texto, os anti 

•soros serao identificados pela sigla AS seguida do número

· da cultura correspondente ou seja AS 731 para o anti-soro de 

!.phaseolorum e AS 526 para o anti=soro de �.paradoxa.

, . 3 .. 4. 5. Preparo de antígenos (AG) para as reaçoes soro lógicas 

Vários processos foram empregados com a fina=

lidade de se encontrar um método que fosse adequado no prep� 

ro dos antígenos para as reações sorológicas. 

3.4.5.1. Massa de esporos intacta 

As massas de esporos foram obtidas pela cen=

�rifugaçio de suspensoes de esporos em soluçio fisiol6gica a 

:4.000 rpm e usadas nas reações sorológicas de dupla ·difusão 

em agar. 

3.4.5.2. Massa de esporos triturada 

A massa.de esporos obtida por centrifugação e 

ra ressuspensa em Ou2ml de água destilada estéril e u com o 

de uma pipeta Pasteur� transferida para um 
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queno almofariz de porcelana, seguindo-se trituração vigoro

sa até a completa secagem do material. Depois, prosseg'uia=se 

a trituração do material, já secou por 2 ou 3 .minutos para 

depois ressuspender em 0,5ml de solução fisiológica. O·tempo 

de operação pôde ser reduzido, pela evaporação mais rápida da . 
+ o água, mediante ligeiro aquecimento do almofariz (= 40 C). A

suspensão de esporos assim obtida era então pipetada pa=

fa_ a�pola de vidro,,acrescida _ de l gota de Mertiolato a 

,. 1/à. 000 e guardada, em geladeira para posterior utilização 

hos testes sorológicos. Este método foi empregado para obte� 

ção de antígenos de todo� os fungos incluídos nos experimen

tos. As suspensões de esporos de fungos do gênero Ascochyta 

foram obtidas em meio de Azuki e as dos demais fungos em 

melo de B.Aº D. 

3.4.5.3. Massa de esporos triturada com o amiallio de abrasi= 

vos 

virios materiais foram utilizados a guisa de 

ábr�sivos na tentativa de melhorar o efeito da trituração m� 

àan.1ea tais como: limalha de ferrou(posteriormente separada 

da suspensão pelo emprego de um ímã), vidro moí.do, areia fi

nà estéril, e carborupdum. 

·j_.4.5.4,. Destruição dos esporos pelo ultra=som

O emprego de vibradorés ultra=sônicos, para 

promover a destruição celular 6 tem sido aplicado muitas ve=

"zes ])O processamento de homogeinização, purificação de antf= 

gen<:>s ou liberação de fatores antigênicos II para reações s'ór,2 

lógicas 11 em estudos sobre bactérias (MORTON e col. 1955), d! 

�ersos fungos de interesse médico (FRIEDMAN e col 1953;KADEN 
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1957) e também em sorologia de fungos de interesse fitopato

lógico (AMOS e BURREL 1966; MORTON e DUKES 1966; MERZ e col 

1969; WIMALAJEEWA e ·oE VAY 1971). 

Principalmente visando a liberação de fatores 

antigênicos, foi empregado um desintegrador ultra-sônico ti

po MSE 100 Watt*. Suspensões de esporos, em solução fisioló

gica com concentrações aproximadas de 10
10 esporos/rol, foram 

submetidas durante 15 minutos à vibrações com freqüencia de 

22 Kc/s e amplitude variando de l a  8 micra de pico a pico . 

Após o tratamento pelo ultra-som f a suspensao 

foi centrifugada separando-se o sobrenadante e a massa de es 

poros sedimentada. Ambas as frações foram depois empregadas 

como ant!geno em reações sorológicas de dupla difusão em á= 

gar ou precipitação em tubos. 

3.4.5.5. Extração de antígenos (AG solúvel) 

A suspensão obtida de cada cultura era coloc_! 

da em tubos pirex com graduação e centrifugadas durante 5 a 

10 minutos a 4.000 rprn para a deposição total dos esporos. A 

seguir a parte sobrenadante.era eliminada e os tubos eram r� 

enchidos com a suspen_são e novamente centrifugados, até que 

a camada de esporos sedimentados atingisse o nivel de 0,2ml. 

A quantidade de esporos assim obtida era acrescida de 2ml de 

ácido acético a 0,03N e submetida a banho-maria fervente por 

um per!odo de 45 minutos. Terminada esta operação a suspen

são era novamente centrifugada a 4,000 rpm por um per!odo de 

10 minutos, separando-se o sobrenadante (extrato fúngico) .. 

A acidez do extrato era depois •eutralizada com uma �olução 

normal de hidróxido de sódio. A determinação do pH era feita 

* Measuring and Scientific Equipament Ltd.25-28 Buckinghan
Gate, London, SWL



com o auxilio de um papel indicador de pH Merk ou ainda pele 

acrescimo, ao extrato, de uma gota de uma solução de ve.t1nelho 

de fenol. Em seguida·, para evitar possíveis contaminaçõe,s,a� 

•t:ticionava-se ao extrato uma gota de solução de Mertiolat.o

· 1/1.000o

Os extratos obtidos eram depoi$ acondicionados 

em ampolas de vidro e conservados em congelador p para serem· 

oportunamente utilizadas nos testes soro lógicos. Por este PI2, 
• t . ' ' 

<$�so, foram preparadàs extratos de todos os fungos constan

tes das relações contidas no item 3e4.2a 

A técnica de extração, utilizada para obten-

çao de antígeno solúv$1, foi uma adaptação da técnica de 

'-SHUMAN, descrita por CASTRO (1969) em estudos sorológicos 

. sobre a bactéria Erysipelothrix t:husiopathiae <Migula)Buchanavn0 

Esta técnica é comumente empregada quando os 

Qomponentes entigênieos são polissacáridos .. No desenvolvimen, 

to do trabalho os antigenos serao identificados pela sigla 

AG seguida do número da culturaº 

3.4.6. Testes sorolÕgicos 

Para observação das reações sorológica.s foram 

�mpregados os métodos de aglutinação ., prêcipitaçio em tubos 

e dupla difusão em ágar. 

3.4 .. 5.1., Testes de aglutinação em lâminas 

Este teste foi empregado com o propósito <:\e 

se obter dados preliminares sobre reações ant.{geno-anticorpo 

para as diversas culturas estudadas. Para isso, duas .gotas 

âe suspensões em solução fisiológica ricas em esporos eraJQ: 

:·colocadas, separadamente, sobre wna lâmina para microscopia .. 



Em seguida, a uma delas era juntada uma gota do anti=soro e 

à outra uma gota de soro normal. O exame era realizado 5 alO 

minutos após 0 sob o microscópio, para observação da aglutin� 

ção. 

3.4.6.2. Testes de aglutinação em tubos 

Inicialmente, estes testes foram feitos empre 

gando=se tubos de ensaio de 6cm de comprimento e 0,5cm de 

diâmetro e como ant!geno 0 foram usadas suspensões concentra

das de esporos de A.phaseolorum em solução fisiológica sali

na. Posteriormente as suspensões foram previamente submeti� 

das a centrifugação de 4�000 rpm por 1 a 2 minutos. Uma vez 

que �.phaseolorum apresenta con!dios com dimensões muito va� 

riáveis, os teste's de aglutinação em tubo são prej iJdicados 

p�la precipitação e:spontânea. Esta centrifugação teve por f!, 

nalidade selecionar os con!dios de menores dimensões e cons� 

qüentemente a obtenção de uma suspensão mais estável. 

3.4.6e3. Testes de precipitação em tubos (teste do anel) 

Para estes testes, foram usados tubos de en

·saio medindo 4cm. de comprimento e 3mm de diâmetro interno. O

anti-soro era colocado por meio de uma pipeta Pasteu� até a 

metade do tubo e sobre este era cuidadosamente pipetado o� 

t!geno solúvel 0 de modo a não haver mistura entre o AS e o 

AG. A leitura era realizada após 15 minutos, pela observação 

do anel de precipitação no menisco de separação entre o AG e 

o AS (in BALL, 1961). Por este processo todos os axtratoa 

ffingicos (AG) obtidos das culturas con�tantes do Item 3.,.4º2" 

foram comparados com o AS 131. 
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·· 3. 4. 6 ª 4. Testes de dupla difusão em ágar

Os testes de dupla difusão em ágar, idealiza

,dos POJ: OUCHTERLONY (1949, 1958, 1962) e BALL (1961), foram 

, -. utilizados para os estudos comparativos entre as diversas ce 

pas empregadas no presente trabalho. A técnica empregada foi 

. descrita por OLIVEIRA (196 7) .�ariando-se apenas a quantidade 

. qe ágar fosfato (ágar a 1% em tampão fosfato O ,flM pH 7, 00) 

contendo 0,85 % de NaCl (TFS) que, ao invés de 3ml, foram em-

pregados 5ml por lâmina. Para os diversos testes r�alizados 

os esquemas da distribuição dos orifícios sobre o ágar foi 

previamente determinado, de acordo com a finalidade do en

saio. 

Os AG empregados nestes testes foram obtidos 

_pela trituração dos conídios, conforme descri to em J. 4. 5. 2. e, 

·principalmente, pelo processo de extração descri to em 3Ae 5 � 5.

(AG solúvel) . Quando se tratavam de culturas de Ascochyta ,

q11tes de se submeter as suspensões à centrifugação para obtE!l

ção dos AG solúveis, uma parte desta era reservada para tes=

. tes complementares de patogenicidade.

3�4.6.5. Testes complementares de patogenicidade 

Com a finalidade de comparar os resultados ob 

tidos com as diversas culturas de Ascochyta, nos testes de 

:dupla difusão em ágar e demais estudos sorológicos foram r�.! 

ÍÍzados ensaios para verificar a patogenicidade das mesmas 

para berinjela e feijão� Assim, conforme referido no item an 
-

· terior, foram empregadas suspensões provenientes de todas as
.c_epas, sendo as inoculações realizadas com parte da suspen- . ',�

.a.ão que serviu, posteriormente, para o processo de extração.



48 

Nestes ensaios a variedade de berinjela escolhida foi a Pi....., 

·tangueiras e para feijão, feijão vagem da variedade Campine!,

"'rà. O método empregado foi o mesmo descrito em 3a2.4.2 •. l .. 
, 

, :1noculando-se folhas separadas. As leituras foram realizadas 

· 4 dias apôs a inoculação e II de acordo com o aspecto geral a ...

presentado pelas folhas, os isolamentos foram classificados

como: nao patogênico (-); patogên&óe(+) e altamente patogêni

co .(++).

· 3.4.7. Estudos sobre as reaçoes antígeno-anticorpo,

Titulações 

Para .estes ensaios, foram empregados o A.S e o 

AG obtidos da cultura IB 731 G. 

3.4.7.1. Determinação do "Título" precipitante 

Consistiu em verificar até G que diluição o 

AG ainda foi capaz de provocar a formação de precipitado , 

quando adicionado a uma quantidade constante de soro-imune 

(AS.), conforme citado por BIER (1965). Para estes testes,foi 

empregado o AG solüvel que era sucessivamente dilu!do em SO'""

lução fisiológica e cuidadosamente pipetado sobre o soro-im.!_ 

ne.contido em tubos idênticos aos utilizados em 3.4.6.3. As 

le.ituras foram realizadas após 15 minutos e l hora, para ve� 

ri,ficação da formação de anel. Depois, o AG era misturado. ao 

AS e os tubos colocados em refrigerador. A leitura final era 

t�alizada 24 horas depois, pela observação de precipita4o nQ 

fundo dos tubos • 
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· 3. 4. 7. 2. Determinação do titulo de anticorpos no AS (Õtim:o/3)

Segundo BIER (1965), este método foi idealiza 

do por RAMON, em 1922, para ser usado na aferição de toxinas 

e antitoxinas. Consiste no inverso do teste do "título� pre

cipitante ou seja, o AG é mantido constante e o AS diluído a 

ritméticamente em solução fisiológica. A diluição em que a 

precipitação ocorre mais rapidamente é considerada o ótimo� 

(ANONI.MO 1957, BIER 1965). Para este teste, também foram em-

pregados tubos idênticos aos do ensaio anterior. 

3.4.7.3. Determinação da concentração minima do AS e do 

para os testes de dupla difusão em ágar 

AG

Baseado no trabalho de WRIGHT e STACE- SMITH

(1966), para determinação da concentração mínima do AS e do

AG que permitisse leitura em testes de dupla difusão em ágar, 

:o AS foi mantido fixo e o AG diluído aritmeticamente em sol� 

ção fisiológica salina, procedendo-se depois de maneira in

versa. Os testes foram feitos adotando-se um esquema de ori

f!cios previamente determinado e a técnica descrita em 3.4.6.4. 

A distância entre as margens dos orifícios que continham os 

·reagentes foi de 3mme

l.4.8. Estudos preliminares sobre a natureza química do AG

·. 3. 4. 8. L Verificação da presença de polissacáridos

Para reforço da hipótese de que o antígeno e� 

traido (AG solúvel) pudesse ser um polissacárido, o mesmo 
·' 

'.·foi, submetido ao teste de Anthrona· (in BELL 1955) e ao tes-

.· te. de Molisch (in TASTALDI 1960) e 
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O teste de Anthrona consiste na reação de 1ml 

�a solução de carbohidrato com 2ml do reativo de Anthronau o

qual é preparado, misturando=se 950ml de ácido sulfúrico con 

centrado a 50ml de água destilada e nessa mistura dissolven-

.do-se 2g de Anthrona. A reação positiva é dada pelo apareci

mento de uma coloração verde azulada, dentro de um período 

de 10 minutos. 

O teste de Molisch é realizado juntando a 

0,5ml da solução a ser analisada, 5 gotas de Naftol a 5% 

em etanol e acrescentando=se lentamente, 2ml de ácido sulfÚ� 

rico (P.A.) pela pareqe do tubo de ensaio. A reação positi

va é dada pelo aparecimento de um anel de coloração violeta 

na interfase dos dois líquidos, após 5 a 10 minutos. 

o teste de Molisch foi também aplicado 

. outros antígenos que reagiram positivamente com AS 731, 

para 

bem 

como a todos aqueles provenientes de culturas de Ascochyta , 

cujas reações foram negativas. 

Ambas as reações foram repetidas apôs os anti 

genos terem sido submetidos à diálise por um período de 24 

horas a s
º
ce

3.4.8.2. Ensaios comparativos entre o AG triturado e o 

extraído 

Estes estudos foram feitos empregando-se o •i 

todo sorológico de dupla difusão em ágaru e os testes bioqu,! 

micos - reação de Ninhidrina em papel e teste colorimétrico 

de Biureto (in TASTALDI 1960). Os teste bioquímicos foram 

realizados antes e após os antígenos terem sido submetidosa:,, 

processo de diálise • 
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Nestes ensaios visando verificar se depois de 

terem sido submetidos ao processo de extração, os conídios 

.ainda mantinham antigenicidade, foram incluídas nos testes 

4• dupla difusão em ãgar, massas de esporos previam.ente tra� 

tadas e que depois foram trituradas em almofariz. 

3.4.8.3. Reação do AS contra o AG obtido a partir do micélio 

Para isso lg de micélio 8 obtido por filtração 

em papel, de cultura (IB 731 G) em meio líquido (Czapeck)foi 

lavado e submetido a processo de extração com ácido acético 

e o antígeno resultante empregado em testes de dupla difusão 

em ágar. 



4. RESULTADOS

4.1. Estudos sobre alguns aspectos da fisiologia de 

4.1.1. Método para esporulação do fung� 

Entre os diversos tipos de feijão usados como 

meio de cultura, para obtenção de esporos, os melhores resul 

tados foram obtidos com o feijão Azuki (�.angularis Kawº) no 

qual a esporulaçio foi muito mais intensa. Além do fator in=

tensidade de esporulação, seu emprego foi sempre vantajoso em 

relação aos demais tipos, devido ao fato dos grãos serem mais 

consistentes não se desfazendo após o processo de autoclava

gem. Isso faz com que as suspensões de esporos obtidas a pa� 

tir de tais culturas sejam mais limpidasu contendo menor quan_ 

tidade de amido ou outros resíduos dos grãos. Nos outros ti= 

pos de feijão empregadosu sendo a casca facilmente destruída 

pelo processo de autoclavagemu houve a liberação de grande 

quaJ1tidade de amido, fragmentos da casca e outras impurezas, 
-

, tornando a suspensao pouco adequada, principalmente quando 

esta se dest:ina.!\T& à injeção de coelhos para obtenção de ant!, 

-SOI'OSe

Verificou=seu também, uma variação bastante 

grande no gráu de esporulação das diversas cepas utilizadas 

nos ensaios. Enquanto algumas eram altamente esporulantes li 

outras o faziam sofrivelmente, havendo necessidade de se au

·mentar a quantidade de frascos de cultura para se conseguir

a quantidade de esporos neee�siria para as experiência�º



- . 4 61e20 Crescimento do fungo a diversas temperatm:as

Os resultados do ensaio de crescimento encon

tram=se reswnidos no gráfico 1, onde se verifica que o fungo 

,se desenvolve melhor a temperaturas ao redor de 24°cº Este 

resultado está de acordo com aqueles obtidos por CROSSAN(l958), 

que trabalhàndo com cepas de �ephaseolorum de várias p�oCede� 

cias e isoladas de diversos hospedeiros, sempre encontrou o 

Ótimo ao redor de 24°cº 
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A Jºc e JJºc nao foi observado qualquer cres

cimento durante o per!odo que durou a exp�riência. Porém., a 

3°c nã� houve perda de viabilidade do fungo, pois este se d� 

senvolveu normalmente quando, após a leitura final, as pla

cas foram transferidas para uma temperatura adequada (24°c). 

O mesmo não foi observado a 33°c quando, após se ter proced! 

do da mesma forma, o fungo mostrou perda total da viabilida-

de. 

Foi ainda poss!vel observar'que o aspecto da 

cultura variou com a temperatura. Ã temperaturas mais baixas

(9 - 12°c) , o micélio apresenta coloração branca e conforme 
oesta se eleva (15 C), torna-se branco-rosada passando depois 

a levemente cinza parda, com grande halo branco (21ºc). Ã 
o -

24 e, a coloraçao cinza parda se intensifica tornando-se bem

mais escura que a 21
°
c e ainda.apresentando halo branco. A 

3o
0
c a cultura torna-se cinza escura, quase preta, com ape

nas um pequeno bordo branco (figura 1). 

Fig. 1 - Efeito da temperatura sobre o aspecto 

cultural de A.phaseolorum. A - 1s0c; B - 21ºc1 

e - 24
°
c e o - Joºc. 
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4·_. l0 3. Determinação da temperatura ideal para es;porulaçâo 

Os resultados obtidos nos ensaios para espo� 

i�ção são apresentados na tabela II, onde se observa que o 

melhor !ndice de esporulação ocorreu i temperaturas ao redor

.;l_, 1º o 
.d�. 2 e e 24 e., 

f!!ILA II= Esporulação do fungo �.phaseolorum a diversas 

temperaturas após 12 9:k!9 de incubação 

TEMPERATURA CONCENTRAÇÃO DA SUSPENSÃO 

ºe n9 de esooros/ml 

9 c:;;:>C:.�=:D--c=�-

. 12 1,6 X 10
6 

15 4,0 X 10
6 

18 7,1 X 10
6 

21 2 ,11 0 X 10 7 

24 1,8 X 10 7

27 5,8 X 10
6 

30 9v3 X 10
4

33 c,oc::,c::i,:,a:;,;i�c=,c=,i=,:iai:::, 

Após os 12 dias de crescimento das culturas , 
- .. o a esporulaçao foi nula a temperatura de 9 C 0 havendo apenas

ô.��\tscirnento vegetativo. A Jo0c a esporulação foi reduzida.e 

Estes fatos são ilustrados na figura 2 0 onde 

... �Q��· ... se observar, nítidamente, no tubo mantido a 21°c, a for 



mação dos picnldios junto às paredes, do _frasco. A, figur:a. mo.! 

tfa também o reduzido desenvolvimento do fungo às temperàtu� 

ras 

Fig.2 - Esporulaçao de �.phaseolorum a diver• 

sas temperaturas após 12 dias de incubação.o� 

serve-se intensa frutificação junto às pare

des do tubo mantido a 21°c. 

4.1.4. Determinação da temperatura ideal para germinaçãg _dos 

con!dios 

Os resultados obtidos, após 6 horas de incúba 
-

ção dos esporos, são _apresentados na tabela III onde sé ver! 

fica que a germinação apenas ocorreu a temperaturas super"io

res a 6°c e inferiores a 36°c. Embora oo· ensaio de crescimen 
' -

to a diversas temperaturas (Item 4.1.2.) �.phaseolorwn ten,h�,

apreseritado perda de viab�lidade a 33°c; neste ensaio fói oe._ 

servada uma germinação de 5%. A germinação máxima_se v,-r1fi ... 
. 

o cou a temperaturas ao redor �e 21 e.

Na leitura realizada apôs 12 horas, o �anora• 

ina pe_rmaneceu pratiçamente o mesmo, v�rif içando-se, ent-retan: . 
.- .·• . . . ··;\, · ,::• ,, ;- -,: ' •. • :  . ' , .  , .... 

to, o inicio da germ:Lnaçã'O dos conídios à témper-atura dê 6QC. 
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o U.,67%). A 33 e nao houve qualquer awnento percentual na ger 

minação e tão pouco foi notado crescimento dos tubos germin� 

�ivos, observados na leitura de 6 horas. A 36°c os con!dios 
,., 

nao germinaram. 

TABELA III = Germinação de conidios de �.phaseolorum a diver=

sas temperaturas 6 após 6 horas de incubação 

Temperatura 0c Porcentagem de esporos Porcentagem 

germinados nas diver = média de 

sas repetições germinação 

I II III 

3 === i=c::,= e==CE:!lr === 

6 === === === === 

9 8u0 3 0 0 6,0 Su6 

12 19,5 12 .,0 17,5 16u3 
' 

15 31 8 0 35,0 ·33,5 33,1 

18 51,0 SluS SluO 51 9 1 

21 83,0 84,0 78u0 81,6 

24 10u0 72,5 72,5 71,6 

27 70,0 70,0 67 8 0 69,0 

30 50,0 50v0 59,0 53,0 

33 5 8 0 6,0 4,0 5 0 0 

36 === === === === 
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:4}1 � 5. Determinação da idade ideal aproximada da cultura para 

seu emprego em testes de patogenicidade 

Os resultados obtidos en'wontram=se resumidos 

nos gráficos 2 e JG Pela observação do gráfico 2 0 verifica� 

que o máximo de esporulação foi obtido em culturas com idade 

a6 redor de 14 a 19 dias e que houve uma redução no "" numero 

·cxe esporos liberados em culturas mais velhas (25=27 dias de

tdade). Essa diminuição do número de esporos liberadosu pode

S:er atribuída à germinação dos conídios 0 dentro dos frascos

:àpÕs o fenômeno de maturação dos picn!dios e extrudação.
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GRÁFICO 2 - Esporu.Lação de A. ghaseolorum. Concentra.çdo 
das s u s p en ç õ e s o b ti d as a partir d e 
cuLtura s com diferentes i.dades. 
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No 9'-!:,,afico 3, verifica=se que os e�poro� pro=

venientes de culturas muito jovens (7 dias) não germinarrunº 

O- máximo poder germinativo dos con!dios foi obtido em cultu=

ras com idade de 16 a 19 dias. Uma rápida redução do poder 

germinativo ocorreu nos conidios provenientes de culturas 

com idade superior a 20 ou 21 dias. 

Transpondo-se para o grá.fico 3 os dados obti=

dos para esporulação (sg-=áfico 2), tem= se a área compreendida 

entre a idade de 14 a 19 diasu como a área de melhor esporu-

lação (achuria simples e cruzada) e que coincide com a area 

de melhor germina9ão no intervalo entre 16 e 19 dias de ida=

de (achuria cruzada). 
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do grdfo:o 2. N@ acllu.irio. cryzadtll drea Odade) escolhida 
[OOlm emprig© dos coní.dJios nos «H'HHHos de patogenicido.de 



ménte utilizadas culturas com idades compreendidas entre 16 

e .1,9 dias, para a realização de ensaios de pat,:ogenicidade º 

4',{L6. Efeito da alternância de temperaturas 

Os resultados encontram=se no gráfico 4� 
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Pela observação do �ráfico 4 verifica-se q�e, 

em relação ao cr.escimento observado nos frascos controle :ma.n 

'.t,tdos a 24°c (t;�peratura mais favorável ao desenvolvimento 

do fungo q�and9 mantido a temperatura constante conforme se 

verifica no gráfico 1), aqueles que foram submetidos a tem 

peraturas mais baixas, tiveram seu crescimento estimulado. O

máximo dé crescimento, foi observado nos frascos submetidos a 

alternância entre 24 e 21°c. Resultado oposto foi conseguido 

quando o fungo, foi submetido a temperaturas mais altas.Houve 

uma pronunciada inibição do crescimento, como se pode obser=

var nos resultados obtidos para os frascos submetidos a 36°c. 

· 4,2. Estudo comparativo entre os sintomas induzidos em

berinjela por �.phaseolorum e por P.vexans 

4.231. Exames de material herborizado 

O reexame dos materiais herborizados, da Se=

ção de Micologia FitopatolÕgica, confirmou a hipótese de que 

a·· semelhança entre os sintomas causados em berinjela 
 

por 

A,phaseolorum e por E_.vexans pode levar a confusõe�, pois os 

materiais 4825, 6651 e 9135 foram reclassificados como sen 

do �ephaseolorum ao i�vés de E_.vexans. No estudo do materi-

al 4825u proveniente de Itariri e constituído de frutos 

apresentando lesões, foram encontrados em associação com 

!·,phaseolorum diversos peritécios identificados como perten

,,c;ientes ao gênero Didymella, (figuras 3 e 4 ) º
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Fig. 3 - Ascos e ascosporos de Didymella sp , 

frutificações encontradas em associação com 

�.phaseolorum. (material nQ 4. 825) x 700 

I 

Fig. 4 - Ascos e ascosporos de Didymella sp • 

As setas indicam a presença de parafises. 

·ematerial nQ 4. 825) x 700
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4.2.2. Inoculações experimentais 

4.i.2.1. Ensaios de laboratório

4.2.2.1.1. Inoculações de folhas - Sob as condições ,_,em ·:que 

foi realizada a experiência, três dias após a inoculação, os 

sintomas iniciais já eram evidentes nas folhas inoculadas com 

�.phaseolorum enquanto que, naquelas inoculadas com !:_. vexans
,1

o desenvolvimento dos sintomas foi mais lento, pois se torna -

ram perceptíveis aos 4 dias e nítidos 5 dias após a inocula

ção. 

As manchas causadas por �.phaseolorum tenderam 

a ser circulares, aquosas e com coloração clara enquanto que 

as causadas por �.vexans, também aquosas, apresentaram colo- 

ração escura, quase preta e limitaqas pelas nervuras, 

tenderam a ser angulosas ·(figura 5) • 

Fig. 5 - Folhas de berinjela inoculádas " in 

vitro" com �.phaseolorum (à esquerda) e 

�.vexans(à direita). Aspecto das lesões após 

6 dias da inoculação. 



64 

Depois de 9 dias, em ambos os casos, houve c2 

a.lescencia das manchas e o aparecimento de uma podridão que

se generalizou, havendo destruição total dos tecidos. As fo

lhas testemunhas, após o mesmo período de tempo, apresenta

ram-se apenas amarelecidas porém ainda mantendo a turgidez • 

Não foram percebidas quaisquer interferências 

provenientes de diferenças varietais em relação ao tipo de 

sintoma causado pelos fungos, ou seja, as diferentes varieda- 

des reagiram da mesma forma a �.phaseolorum e a E_.vexans., De 

uma maneira geral, para ambos os patógenos, os sintomas ob=

servados nestes te.stes não reproduziram exatamente os sinto

mas cornumente observados em condições de campo. 

4.2.2.le2e Inoculações de frutos - Quatro dias após a inocu

lação, j ã eram nítidos os s.intomas produzidos por ambos os 

fungos, nos frutos que foram inoculados pelo processo de in

jeção de suspensões de esporos. Desde o início, os sintomas 

.induzidos por �.phaseolorum e por E,,vexans foram bastante s2, 

melhantes; principiando por uma ligeira depressão de aspecto 

aquoso e, posteriormente, evoluindo para uma grande área apo 
' . -

drecida e deprimida. A podridão causada por �.phaseolorum é

b:astante escura, quase preta, enquanto que a de E,�vexans,em

bora escura, é mais clara; tomando às vezes, a coloração ma� 

rom-parda (figura 6). 

Em ambos os casos, o aparecimento de frutifi

caçoes iniciou junto ao ponto de inoculação, com os picn{dios 

se distribuindo em disposição mais ou menos conc,êntrica. :tis 

frutificações àpareceram·-primeiro nos·frutos inoculados com 

�.phaseolorum ou seja, 6 a 7 dias após a inoculação ao passo 

que, somente após 10 dias foram notados os primeiros picn:1-
de E_.vexans. 
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Fig. 6 - Frutos de berinjela inoculados "in 

vitro" com �.vexans (à esquerda)e �.phaseolorum 

(à direita). Observe-se a semelhança entre as 

lesões. 

Nos frutos inoculados pelo processo de perfu

raçao e introdução de frutificações, o desenvolvimento dos 

sintomas foi mais lento, porém, dando corno resultado final 

podridÕes idênticas as obtidas com o processo de injeção. 

4.2.2.2. Ensaios em casa de vegetação 

4.2.2.2.1� Inoculações por aspersao - Quatro dias após a ino 

culação, aparec�rn os primeiros sintomas nas plantas 

inoculadas com �.phaseolorum, manifestando-se nas folhas, 

como pequenas lesões aquosas, que posteriormente evoluem 

dando origem a manchas de contorno arredondado, 

apresentando círculos concêntricos e um ponto mais claro no 

centro, de modo a·ass� melharem�se muito com as manchas de 

folhas causadas por fun- gos do gênero Alternaria (figura 

7). � comum a coalescencia 
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de diversas manchas, principalmente junto ao bordo das fo

lhas, provocando o secarnento de grandes áreas do limbo, as 

quais tornam, neste caso, forma irregular (figura 8. Nas has_ 

tes a doença se manifesta inicialmente por pequenas lesões de 

coloração escura, alongada no sentido do comprimento das 

fibras e deprimidas na sua parte central. Essas lesões, 

posteriormente evoluem circundando as hastes provocando 

secarne� to de toda a parte situada acima da região atacada. 

Em diveE sas plantas, houve o aparecimento de urna queima de 

ponteiros, seguida da queda das folhas mais novas. 

Fig. 7 - Folhas de berinjela com lesões pro

venientes de inoculações em estufa. com 

�.phaseolorurn 
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Fig. 8 - Folhas de berinjela mostrando crest� 

mento dos bordos, provenientes de plantas ino 

culadas com �.phaseolorum por aspersao e em 

condições de estufa. 

Nas plantas inoculadas com P.vexans, os sint2 

mas somente foram percept!veis 8 dias após a inoculação pri!!_ 

cipiando quer nas folhas como nas hastes, por pequeninas le

sões de coloração escura. Nas folhas, tais lesões apareceram 

principalmente junto às nervuras, evoluindo dep�is, para ma!!. 

chas de aspecto irregular ou anguloso que têm a tendência de 

se estenderem acompanhando as nervuras (figuras 9 e 10). Nas 

hastes, as lesões apareceram principalmente junto aos·pec!o

los, dando origem a podridÕes que se estendiam pelos mesmos, 

provocando o murchamente e secamente das folhas. Posterior

mente, a lesão se estende no sentido do comprimento das has

tes não existindo, neste caso, a tendência de envolvê-las c2 

mo sucede em �.ohaseolorum. 



Figs. 9 e 10 - Folhas de berinjela mostrando 

manchas resultantes de inoculações com 

P.vexans (inoculações por aspersão e em con

dições de estufa). 
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Em nenhum dos casos foram observadas diferen-

ças no tipo de sintomas causados por �. phaseolorum ou 

�.vexans que pudessem ser atribu!dos a reação varietal. 

As manchas de folhas obtidas nestes ensaios , 

ao contrário das obtidas nos ensaios "in vitro", foram cara� 

ter!sticas das doenças, sendo idênticas àquelas normalmente 

observadas em condições de campo. 

4. 2.2.2. 2 .  Inoculações por injeção - Nas inoculações por in

jeção, o desenvolvimento de sintomas foi lento, sendo vis! 

vels após 8 dias nas plantas inoculadas com Ascochyta e so-

mente depois de 15 dias nas plantas inoculadas com Phomopsis. 

As lesões não diferenciaram muito das obtidas nas hastes a

través da inoculação por aspersão. Assim, as lesões de 

Ascochyta se estenderam lateralmente envolvendo a haste (fi

?�ra 1 1), enquanto que as de Phomopsis tenderam a alongar-se 

no sentido do comprimento da mesma. As lesões de Ascochyta 
,·:..

sao  profundas e de coloração escura, enquanto que as de 

Phomopsis, tendem a ser mais superficiais e claras provocan

do principalmente secamente da casca e tecidos adjacentes(f! 

gura 12). 

Enquanto as frutificações de Ascochyta sao di 

ficilmente petcept!veis a olho nu, devido a coloração mais 

escura da lesão as de Phomopsis são vis!veis, como pode ser 
,, 

observado na figura·l2. 

As plantas controle, inoculadas com água esté 

ril, apresentar.aro rápida cicatrização sem mostrar quaisquer 

-alterações dignas de nota. Nas inoculações.de frutos, as le

sões desenvolvidas não diferiram daquelas obtidas anterior

mente nos ensaios de laboratório e descritas no item 4.2.2.1.2.
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Fig. 11 - Planta de berinjela inoculada com 

�.phaseolorum pelo processo de injeção, mos

trando secamente dos. ponteiros. 

Fig. 12 - Planta de berinjela inoculada . .,, com 

P.vexans pelo processo de injeção. Observe-se

lesão alongada sobre a qual percebem-se as 

frutificações do fungo. 



4.3. Alguns aspectos da sintomatologia induzida por 

A.phaseolorum em outras plantas de importância

econômica e determinação de novos hospedeiros 
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O resultado dos estudos da sintomatologia de 

�.phaseolorum em diferentes hospedeiros foram os seguintes : 

Algodão - Das observações de campo foi verif! 

cado que o fungo ocorre principalmente nas folhas, sendo mui 

to raras e pouco pronunciada$ lesões em outras partes das 

plantas. o tamanho das manchas pode variar chegando a 2 ou 

3cm de diâmetro. Principiando por um pequeno ponto de colora 

çao carmim apresentam, posteriormente, contorno arredondado 

ou irregular e coloraç�o parda sendo, normalmente, circunda

das por um halo de �or carmim ou pardo escuro. Em estágio maJs 

avançado do estabel�c�rnento da infecção, estas manchas secam 

na sua parte central e, pelo dilaceramento dos tecidos, ori-

ginam-se perfurações de aspecto irregular, que por vezes 

lembram as·rasgaduras causadas por ácaros (figura 13). Nor

malmente, �.phaseolorum não chega a constituir problema: sério 

para a cultura do algodoeiro. 

Fig. 13 � Folhas de algodoeiro com lesões:de 

�.phaseolorum - infecção natural. 
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Feijão e feijão vagem = Das observações de·ca!!! 

po e inoculações em estufa foi verificado que nestas cultu=

ras, a doença pode se manifestar com extrema gravidade, e  é

particularmente importante para culturas de feijão vagem de=

senvolvidas nos períodos de inverno. No Estado de são Paulo 

severos ataques foram verificados nos anos de 1970 e 1971 

nos municípios de Mogi das Cruzes, Embu, Embura e Itapeceri= 

ca da Serra 0 onde a cultura da vagem é intensamente desenvol 

vida no período de inverno. As lesões causadas por �.phaseo-

...

lorum ocorrem em toda a parte aerea das plantas. Nas folhas, 
de acordo com as condições de tempo predominantes,os sinto=

·mas podem ser bastante variados. Assim, o patógeno pode, em

períodos de umidade intensa, dar origem a podridões de colo=

·ração escura e contornos pouco definidos I cujos tecidos dil�

ceram na sua parte central (figura 14). Nestas condições, as

lesões podem ser confundidas com as de outros agentes fito=

patogênicos, tais como as de Colletotrichum lindemuthianwn

· (Sacc. & Magn.) Scrib. causador da antracnose. A esta seme=

lhança, fez referência SCHIEBER (1964) em trabalho realizado

·na Guatemala sobre as principais doenças do feijão, atribui!!

do a isso, o fato de Ascochyta ter passado desapercebida,por

muitos anos, naquele país. Em condições de menor umidade as

manchas das folhas têm contornos bem definidos. são circula=

res ou brandamente irregulares, castanho claras, apFesentan=

do círculos concêntricos. Neste caso, existe plena concordân_

·. eia com o que foi des,crito por CHUPP e SHERF (1970) u diferin,

do entretanto, das mcmchas da antracnose mesmo quando há di=

laceração de tecidos (figura 15) • Este fato P.Ôde ser compro

.: vado em inoculações e�xperimentais O em casa de vegetação ,pro

<.. longando ou reduzindo o período de exposição das plantas in2, 
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ladas às condiçõ�s de câmara úrnida. Por este processo obteve 

•■e um ou outro tipo de lesão. Nas vagens, as lesões são cir

calares e deprimidas, muito semelhantes às de antracnose,com 

u quais podem ser facilmente confundidas (figura 16). Nas

hastes, as lesões teJtdem ao envolvimento causando o murcha

mento e seca das regiões situadas acime da parte atacada. 

Semelhante a estes são os sintomas causados

por !•Phaseolorum em outras leguminosas, tais como : fava de 
. ' 

Beiém ('P. lunatus· L.) , soja (Glicine irlaX L.) ,dólicos (Dolichus spJ. 
- ---- . ---- -

Fig. 14 - Fol!olos e peciolos de feijão vagem

mostrando sintomas causados por A.phaseolorum 

- inf�cção natural em condições de alta wnidã

de. 
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Fig. 15 - Folíolo de feijão vagem apresentan

do sintomas causados por �.phaseolorum - in

fecção natural, em condições de baixa umida

de. 

Fig.. 16 - Vagens com lesões: acima ascoqúi t2, 

se e abaixo antracnose - infecção natural. 
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Pimentão - Observações de campo e inoculações 

experimentais em estufa demonstraram que as lesões aparecem 

nas folhas, ramos e frutos. As manchas das folhas apresentam 

contorno circular com um halo mais escuro, frequentemente nos 

bordos, provocando crestamento (figura 17). Nos frutos, onde 

o fungo esporula profusamente, sua incidência é mais rara,

provocando podridÕes que, via de regra, estão condicionadas 

à existência prévia de ferimentos • Normalmente não tem se 

constituído em problema sério para a cultura. Sintomas seme 

lhantes aos descritos para pimentão podem ocorrer em plantas 

de jiló (Solanum gilo Raddi). 

Fig. 17 - Ramos e folhas de pimentão com sin

tomas de ascoquitose - infecção natural. 
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Quiabo - De acordo com as observações de cam

po realizadas, o fungo pode atacar toda a parte aérea da pla� 

ta afetando flores, hastes, pecíolos, folhas e brotos termi-

nais. A cultura é bastante sensível a este agente. Segundo 

NAGAI (1961), que se referiu ao patógeno como A.abelmoschi , 

o mesmo tem sido responsabilizado por graves prejuízos em 

culturas de quiabeiro, na baixada fluminense (RJ). Na Caroli 

na do Norte, USA, segundo ELLIS (1962) A.phaseolorum pode 

causar queima de ponteiros e desfolhamento da ordem de 50 a 

90% nas plantas reduzindo a colheita a nada e, segundo o mes 

mo autor, ataca severamente as variedades: Clemson, Spineless, 

Louisiana, Green-Velvet e Perkin's Spineless. 

Nas folhas, as lesões apresentam as margens 

arredondadas ou irregulares, com halo de coloração púrpura 

ou negra, e como em outras plantas podem dar origem a perfu

rações. A queima das flores e das hastes novas, bem como o 

aparecimento nestas Últimas de lesões escuras e deprimidas , 

são os sintomas mais frequentes. Frutos atacados mostram po

dridÕes escuras e côncavas que, na maioria das vezes, se lo

calizam junto ao pedúnculo. Nestas �esões pode ser observada 

profusa esporulação do patógeno (figura 18). 

Fig. 18-Frutos de quiabeiro com lesão causada 

por �.phaseolorum apresentando intensa fruti

ficação do patógeno -infecção natural. 
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Tomateiro - Nas folhas aparecem manchas que, � 

presentando coloração castanho clara e círculos concêntricos, 

são muito semelhantes .as causadas por Alternaria solani {Ell. 

& G.Martin) Sor. (figura 19). Nos frutos aparecem · �ódridÕes 

deprimidas e circulares as quais geralmente, se iniciam por 

ferimentos mecânicos (figura 20). Apenas em condições excep

cionalmente favoráveis ao patógeno, essa doença costuma pro

duzir prejuízos à cultura. 

Fig. 19 - Folíolo de tomateiro apresentando 

manchas de �.phaseolorum - infecção natural. 
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Fig. 20 - Frutos de tomateiro com podridão oca 

sionada por A.phaseolorum - infecção natural 

Plantas nativas - Os resultados dos estudos so 

bre a patogenicidade de A.phaseolorum para plantas nativas 

encontram-se resumidos na tabela IV. O fungo foi reisolado de 

todas as plantas suscetíveis. Algumas lesões, características 

de A.phaseolorum em diversas plantas, são ilustradas nas fi-

guras 21 e 22. 

Fig. 21 - Lesões produzidas por- �.phase_olorum 

em diversas plantas nativas; obtidas por ino

culações artificiais. Da esquerda para a direi 

ta - Folhas de "estramonio","estramonio","malva", 

"picão branco" e"guaxuma". 
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Fig. 22 - Lesões causadas por �.phaseolorum em 

plantas nativas - Inoculações artificiais - Da 

esquerda para a direita e de cima para baixo 

11 estramonio 11 ,"serralha", 11 campainha", 11 caruru 11 
, 

"joá de capote","erva moura" e "joá bravo". 



TABELA IV = R.esultadds das inoculações de plantas nativa.s·c�m

Ascochyta phaseolorum 

,-!51eratum conyzoides 
· ,> 

_Arnarantus hibridus

An)arantus viridis 

Ascleoias curassavica 

_Bidens · pilosa 

Elrassica sp_ 

Chenopodium ambrosioides 

e ·chenopodiurn sp 

·.cynara scolvmus

� stramonium

�uohorbia prunifolia

Galinsoga parviflora

Ipomea batatas

Iriomea cairica
-� .a.a;=�-'-

. Ipomea longicuspis

·.' tàntana �

Leonotis sp

. Leonurus sibiricus

� oarviflora 

Nicandra physaloides 

J>hysâlis sp 

Plantago � 

Polvgonum so 

Richardsonia brasiliensis 

· ., �umex obtusifolius

Siegesbeckia sp

� rhomhifolia 

�sp 

, Solanum aculeatissemun 

Solanum americanum 

Solanum ciliatum 

Solanum � 

Sonchus oleraceus 

Taraxacur.t officinale 

NOlVIES VULGARES 

catinga de bode 

caruru, caruru br av� t ·i;�!=uru de folha larga
>.t�'-:.,•�-· '\ 

caruru, caruru manso,. caruru de folha estre.ita 

oficial de sala, paina de sapo, falsa erva de rato 

picão preto, ryicão 

naho selvaqem, ni'lhO bravo 

erva d0 Sta º •1aria, erva do bicho 

quenopodio 

alc·achofra 

estramoni9, figueira do inferno 
et.: 

amendoim hravd · 

picão branco, fazendeiro 

batata doce 

campainha 

campainha 

camará miúdo, erva de grilo 

mato xim_ango, erva elo Santos Filho, rubi 

malva 

joá de capote, quintilho 

ioá de capote 

lingua de vaca 

erva de bicho 

poalha, poalha branca 

azeda graúda,�azedinha_ do brejo

... - I ------

vassoura, guaxuma, guaxumba, mata pasto 

vassoura, guaxuma, guaxumba, matapasto 

joá 

erva mourà, maria preta, maria pretinha 

joá, joá bravo, mata cavalo 

joá bravo, joá amarelo 

serralha 

dente de leão, almeirão bravo 

Resultados

+ 

++ 

+ ·

++ 

+ 

++ 

++ 

++ 

+ 

. +

++ 

+ 

++ 

++ 

.-

++ 
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4.4 º Emprego da sorologia como método auxiliar para a identi=

ficação de �.phaseolorum e especificação de fungos do 

"' 

genero Ascochyta 

4.4.1. Isolamento das cepas 

Todos os processos, empregados para o isolame� 

to das cepas e referidos nos itens 3.4.1.1.; 3.4.1.2.;3.4.l.3. 

e 3.4.1.4., foram bastante adequados para o isolamento das di 

versas culturas de Ascochyta. Todavia, uns ou outros, foram� 

plicados de acordo com a natureza do material disponível para 

o isolamento. A maior parte destes foi realizada empregando=

-se o isolamento direto uma vez que na maioria dos casos os 

materiais coletados, quer fossem folhas, hastes ou frutos, a

presentavam frutificações do fungo patógenoº 

4.4.2. Manutenção das culturas 

4.4.2.lo Em tubos de cultura 

O método de manutenção de culturas em tubos con 

tendo meio de ágar foi trabalhoso. Mesmo quando a coleção foi 

mantida a temperaturas mais baixas (lo
º

c) , e não obstante o 

número elevado de tubos mantidos para cada cultura, houve ne=

cessidade de constante vigilância, para que não houvesse per=

d,a de cepas importantes para o trabalho em desenvolvimento.Em 

muitas culturas foram observadas modificações no aspecto cul=

tural que, via de regra 8 estavam associadas a redução ou per=

da total da capaeidade de esporulação. 

� 

4;4.2.2. Em agua destilada 

Por este método, as culturas puderam ser pre=

servadas sem necessidade de repicagens. Não foram observadas 



quaisquer modificações em nenhuma das cepas preservadas pelo 

pr.ocesso e tambê� não foram notadas diferenças entre a �rese� 

·· ··vaçao em água destilada e solução fisiológicae Quando houve

falha na coleção preservada palo processo de repicagens cons=

tantes, quer pela perda de viabilidade, quer por modificações

morfológicas e fisiológicas que ocorreram em certas cepas, e_!

tas foram recuperadas lançando=se mão das culturas preserva=

das em água ou solução fisiológica.

4.4º3º Preparo e conservaçao dos anti-soros 

Para os coelhos inoculados com �.phaseolorum os 

primeiros resultados positivos 0 demonstrando a presença de ª!!. 

ticorpos no soro sanguíneo, foram obtidos após 8 inoculações 9

pelo aparecimento de u�a tênue linha de precipitação nos tes=

tes de dupla di;fusão em ágar. Para f.paradoxa, somente 

.18 inoculações é que foram notadas reações positivas. 

após 

Esses resultados iniciais foram conseguidos so 

mente depois de diversas experiências infrutíferas em que se 

procurou adaptar os antígenos para os diversos tipos de tes=

tes sorológicos e Essas experiências serao relatadas a segui.r 

Com o prosseguimento das inoculações as reaçoes 

foram se tornando mais nítidas até se mostrarem perfeitamente. · 

•visíveis.

Com referência a preservaçao dos anti-soros fcil 

observado que os mesmos se mantiveram inalterados quando co�

servados a temperatura de =2o
º
cº
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4.4a4e Preparo de antígenos (AG) para as reações sorolÕficas 

Massas de esporos intactas nao se prestaram p� 

ra os testes de.dupla difusão em ãgar. Os resultados, sempre 

negativos, demonstraram que não houve difusão dos componentes 

antigênicos quando os esporos foram mantidos intactos. 

4.4.4ª2º Massa de esporos triturada 

_Esse processo teve por finalidade a liberação 

dos fatores anti.gênicos e consequente obtenção de reações nos 

testes de dupla difusão em ãgar. Foi conseguido pleno sucesso 

com a aplicação do processo, permitindo o aparecimento de ní= 

tidas linhas de precipitação • 

. 4.4.4.3e Massa de esporos triturada com auxílio de abrasivos 

Nenhum dos abrasivos empregados serviram para 

melhorar os resultados obtidos pela trituração simples, ao con 

trário, os abrasivos serviram apenas para impurificar o AG in 

. .. terferindo e reduzindo. a intensidade das reaçoes sorológicas 

nos testes de dupla difusão em ágar& 

4 e404e4a Destruição dos esporos pelo ultra=som 

o emprego do vibrador ultra=sônico nao foi ad�

quado para o preparo de antígenos. Tanto o sobrenadante como 

a parte precipitada, quando empregados nos testes de duplc1 d,! 

fusão em ãgar, deram reações pouco claras e muito inferiores 

àquelas obtidas pela trituração simplesª Quando aplicad;a · a te!_ 

t.es de aglutinação em tubos, após a. mistura do sobrenadante 

com o sediment_� do e res�uspensão em solução fisiolôgiea.',hôuvê 



precipitação espontânea. Quando se empregou .apenas o sobrena

para testes de precipitação, as reaçoes foram demasi.ad!_ 

fracas não permitindo leituras ni tidas e Examinada p.O Jn!.

c:roscópio
1 

após o tratamento com ultra-som, a suspensão '. de e! 

poros apresentava um número muito gequeno de con!di.os destr11! 

demonstrando que o processo foi pouco eficiente. 

4,�4.4.5º Extração de antígenos 

O processo de extração com ácido acético permi 

�1u a obtenção de ant!genos sorologicamente ativos e prepara=

de maneira padronizada, quanto ao ponto de vista qualita=

tivo e quantitativo, uma vez que se empregou sempre a mesma 

quantidade de esporos e de solução ácida e o mesmo tempo de 

·aquecimento. Com o AG obtido pelo processo de extraçãou foram

éonseguidos excelentes resultados. As reações sorológicas fo-

. ram perfeitamente nítidas, tanto nos testes de dupla , d:tf'Jsâo'

em ágar, como nos de precipitação em tubos (teste do anel}.s2,
. 

' 

mente após a obtenção desse tipo de AG, foi possível a aplic�

: 9:ão de métodos que permitissem submeter os antígenos e anti=

-$<:>ros a processos de titulaçãov como também se proceder a e! 

_. t,tjp.os preliminares sobre a natureza química do AG.; 

4.4.5. Testes sorológicos 

·4.4a5.l. Testes de aglutinação em lâminas

Foi verificado que este tipo de teste pode sE!r 

empregado para. obtenção de dados preliminares sobre as rea-=

ções soro lógicas� Quando a suspensão. de esporos da cepa. íB 7 31G 

·foi submetida a ação do AS ocorreu o fenômeno de aglutinação;

· : .. ;enquénto que o mesmo não sucedeu com a suspensa.o de esporos·. •
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submetida ao soro normal (figuras 23 e 24). Quando se empregou 

corno AG suspensões de esporos de outros fungos (vide 3.4.2.2.),

nao foram observadas reações de aglutinação, demonstrando a 

boa especificidade do AS. Este mitodo foi usado apenas preli� 

rninarmente, adotando-se posteriormente mitodos mais adequados.

Fig. 2 3 Teste de aglutinação em lâmina: Sus 
pensao de esporos de �.phaseolorum submetida 
a açao do soro normal. xl40

� 
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Fig. 24 - Teste de aglutinação em '1âmina: Sus

pensao de esporos de �.phaseolorum em presença 
de seu AS. Observe-se a ocorrência do fenômeno 
de aglutinação. x 140. 
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·4.4.502. Testes de aglutinação em tubos

um dos pré-requisitos indispensãveis para o em

prego de testes de precipitação é a obtenção de uma suspensão 

de antígeno estável e homogênea. Este é um problema antigo em· 

sorologia de fungos, conforme citado por CITRON em 1905 ( in 

MATSUMOTO 1929)ª Entretanto, malgrado os esforços realizados, 

submetendo-se previamente a suspensão de conídios a uma cen

trifugação a 4.000 rpm, Vi$ando selecionar conídios de meno=-

res dimensões que formassem uma suspensão mais estãve� os re=

sultados não foram satisfatórios. Embora por ess� processo t� 

nhá sido possível obter uma suspensão com meJ:hores caracterÍ!_

· ticas de estabilidade, esta não era sUi,tciente para impedir a
. 

precipitação espontânea apõ·s  
. 

algum tempo de repouso e, conse=

' 

quentemente, o mascaramento dos- resultados e 

. 4.4a5�3ª Testes de precipitação em tubos 

Pelo emprego do AG solúvel os resultados foram 

bastante nitidos permitindo em casos de reação positiva, lei= 

tura rápida após 15 a 20 minutos para as primeiras diluiçôesu 

quando havia o aparec;:imento do anel de precipitação no menis� 

co de separação entre o AG e o AS� 

Por este processo, �s reações sorológicas, fo=

ram plenamente coincidentes com as obtidas nos testes de. du=

pla difusão em ágar. o método foi empregado com sucesso nas 

êxperiências sobre titulação. 

4.4.5.4. Testes de dupla difusão em ágar 
"•·· 

Os AS obtidos para �.phaseolorum e �.paradoxa 

foram altamente específicos, não se observando reaççes cruza

·aas quando o AG de um foi testado contra o AS do outro (�-
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Lâmina 1 - Teste sorológico de dupla dif;usão 

em ágar, em que os AG foram obtidos pera tri

turação de esporos, mostrando a espec:fficida

de das reações. l=AS 731; A=AG 731; 2=AS 526;

B=AG 526.

O AG preparado pelo processo de extração com 

solução ácida mostrou-se ·também específico e, por apres�ntar 

-vantagens sobre o AG obtido por trituração, passou a ser em

pregadç:> em todos· os testes subsequentes (Lâmina 2) • ·

434 
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Lâmina 2 - Teste de dupla·difusão em ágar a

que são comparados o AG obtido por trituraçio 

e o AG obtido pelo. processo de extração. 

l=AS 731; M=AG 731 obtido por trituração; 

E=AG 731 extraído. Observe-se que não houve 

alteração na especificidade da reação. 

Não foram notadas quaisquer relações sorolÕg!. 

cas entre o AS 731 e os antígenos extraídos de fungos não 
.. 

pertencentes ao genero Ascochyta (vide, 3. 4. 2. 2.) • 
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Com relação as culturas de Ascochyta,o AS 731 

reagiu positivamente com os ant!genos de Ascochyta proceden-

tes de: berinjela (AG 788); couve-flor (AG 791); berinjela 

(AG 795); repolho (AG 798); tomate (AG 799); quiabo (AG 804>, 

couve-flor (AG 834); berinjela (AG 853); vagem (AG 865); re

polho (AG 866) ,�alcachofra (AG 894)1 berinjela (AG 909); to� 

mate�.tAG 931) 1 tomate (AG 946) 1 algodão (AG 947) e negativa

mente com os antígenos obtidos a partir de culturas isoladas 

de café (AG 723); café (AG 757); pimentão (AG 863) 1 xuxu(AG 

867)1 tomate (AG 873); pepino (AG 866) e mamao (AG 893). As

reações acima são ilustradas nas lâminas 3,4 e 5 sendo que 

esta última, além de antígenos de Ascochyta foram incluídos 

· os AG 827 e AG 932 de P.vexans.
--·--

Lâmina 3 - Dupla difusão em ágar - Teste com 

parativo � Reação entre o AS 731 e os AG eK

tra!dos�de diversas culturas de Ascochyta� 

l=AS 7311 A=AG 7311 B=AG 188 (berinjela)1 

C=AG 795 (berinjela) 1 D•AG 853 (berinje1-l-1 

E=AG 909 (berinjela)1 F•AG 199 (tomate)1 

G=AG 804 (quiabo)1 H•AG 863 (pimentão), 

I=AG 873 (tomate) 1. J=AG. 931 (tomate) 1 

K=AG 946 (tomate). 



L.âmina 4 - Dupla difusão em ágar, reaçao entre

o AS 731 e os AG extraídos de diversas cultu�

ras de Ascochyta. l=AS 731; A=AG 131; 

L=AG 947 (algodão); M=AG 865 (vagem); 

N=AG 791 (couve-flor); O=AG 798 (repolho); 

P=AG 834 (couve-flor); Q=AG 866 (repolho); 

R=AG 894 (alcachofra); S=AG 867 (xuxU); 

T=AG 893 ( mamão) ; U=AG 886 (pepino). 
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Lâmina 5 - Dupla difusão em ágar, reaçao 
---

entre o AS 731 e os AG extraídos das culturas 

de Ascochyta e �.vexans. l=AS 731; A=AG 731; 

V=AG 827 (t.vexans); X=AG 723(café); 

Y=AP 932 (t.vexans); Z=AG 757 (café). 

Os resultados dos testes de dupla difusão em 

ágar foram plenamente coinciqentes com os do teste do anel e 

confirmados por testes de absorção. 
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4.4.5.5,. Testes com:ple:ment.ares de :patogenicidade 

Estes :t"esultados encontram=se resumidos na 

tabela V onde, para permitir uma melhor visualização dos es=

·tudos, foram também incluídos os dados obtidos nos ensaios

sorológicose

TABELA V = Resultados dos ensaios de patogenicidade para

isolamento de Ascochyta obtidos de diferentes 

hospedeiros e suas relações com o anti=soro 731 

NÔMERO RESULTADO PATOGENICIDADE 
CULTURA HOSPEDEIRO SOROLÕGICO 

com AS 731 empr� Berinjela Feijao 
gando-se o AG so

lúvel& 
-

IB 723G Café - = = 

IB 731G* Berinjela + ++ + 

IB 757G Café = = -

IB 782G Berinjela + ++ + 

IB 791G Couve flor + ++ + 

IB 795G Berinjela + XXX XXX 

IB 798G Repolho + ++ + 

IB 799G Tomate + + XXX 

IB 804G Quiabo + ++ ++ 

IB 834G Couve flor + + = 

IB 853G Berinjela + ++ + 

'IB 863G Pimentão = XXX XXX 

IB 865G Vagem + + ++ 

IB 866G Repolho + ++ + 

IB 867G Xuxu = = = 

IB 873G Tomate = = = 

IB 886G Pepino - � -

IB 893G Mamão = = = 

IB 894G Alcachofra + ++ ++ 

IB 909G Berinjela + + + 

IB 931G Tomate + ,XXX XXX 

IB 946G Tomate (fruto) + + + 

lB 947G Algodão i + + + 

(++) altamente patogênic� 

( +) patogênico 

(-) não patogênico 

(xxx} ensaio não realizado 

(*) cultura padrão· de !Gphaseolorum 



4.4.6. Estudos sobre as reações antígeno-anticorpo 

Titulações 
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4.4.6.l. Determinação do. título precipitante 

Em 15 minutos foram percebidas reações de anel até a 

diluição de 1:16 e após 1 hora até 1:64. Na leitura final, 

realizada depois de 24 horas, foram notados depósitos no fun_ 

do dos tubos até a diluição de Í.:128, que foi o título prec.!_ 

pitante máximo obtido. 

4.4.6.2. Determinação do título de anticorpos no anti-soro 

(Otimo,4) 

A reação AG-AS mais rápida ocorreu na diluição de 

1:8 sendo este, portanto o ·ótimo/3. P.oram percebidas reações 

de anel, até a diluição de 1:16,·depois de 15 minutos, e em 

1 hora até a diluição de 1:32. O título final, depois de 24 

horas , foi de 1:64. 

·4.4.6.3. Determinação da concentração mínima do AS e do AG

para testes de dupla difusão em ágar 

A diluição máxima, cuja reação sorológica foi per

ceptível ·em lâminas, atingiu a 1:8 quando se diluiu o AS e a 

1:64 para diluições do AG (Lâminas 

Lâmina 6 - Teste de dupla difusão em ágar. A 

diluição máxima do AS foi 1: 8. A úl.tima dilu! 
ção é pouco visível na reprodução fotográfica. 
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Lâmina 1·- Teste de dupla difusão em ágar. A 

diluição máxima do AG foi 1:64. A última dilui 

ção é pouco visivel na reprodução fotográfica. 

4.4.7. Estudos preliminares sobre a natureza guimica do anti-

geno (AG) 

4.4.7.1. Verificação da presença de polissacáridos 

O AG 731 reagiu positivamente, tanto ao tes

te de Anthrona, pelo aparectmento intenso da coloração carac 

teristica verde azulada, como ao teste de Molisch, dando a

nel de coloração violeta. Todos os antigenes reagiram positi 

vamente ao teste de Molisch, inclusive aqueles cuja reação 

foi negativa com o AS 731 (Vide tabela V) . As reações ainda 

persistiram positivas após os extratos terem sido submetidos. 

a diálise por um período de 24 horas. 

4.4.7.2. Ensaios comparativos entre o AG triturado e o 

extraido 

Nos testes de dupla difusão em ágar, foi ver! 

ficado no ponto de encontro das linhas de precipitação,a pr� 

sença de um "esporão", indicando, de acordo .com KORNGOLO (1956), 

uma diferença na composição antigênica dos AG triturado e ei 

traido. Foi observ�do também, que o processo de extração eli 

mina totalmente a capacidade antigênica dos conidios(Lâmina8). 
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Em vista destes resultados, foi feito um novo teste, empre.

gando-se o método de absorção. O esquema empregado é indiea

do na Lâmina 9 onde, conforme se verifica pelo aparecimento 

de uma linha de precipitação, o AG extraido não absot"1eu tó

talmente os anticorpos do AS, quando este foi testado contra 

o AG triturado. Isso sugere que o AG triturado possui compo

nentes (ou componente) antigênicos, que por suas caracterís

ticas termolábeis, foram totalmente destcuídos pelo processo 

de extração. 

Lâmina 8 - Comparação entre os AG extraído e 

triturado. E=AG extraído; M=AG triturado; 

EM=AG obtido de conídios extraídos e depois 

macerados. Observe-se a reação negativa de EM 

e o esporão formado entre M e  E. 

Lâmina 9 - Teste de absorção feito com o AG 

extraido. O AG foi colocado 4 horas antes do 

AS. No triângulo da direita a reação contro

le. l=AS 731; M=AG triturado; E=AG extrctd�. 

Observe-se o esporão na reação controle e a 

reação positiva para o AG triturado. 



Nos testes bioquímicos a reação de ninhidrinau 

em papel, aplicados tanto para o AG triturado como para o e� 

traído foi verificada a presença de aminoácidos, evidencia"""""

dos pelo aparecimento da coloração violeta característicaoDi 
-

ante deste resultado, foi aplicado o teste colorimétrico de 

Biureto (in TASTALDI 1960) e O teste é específico para prote! 

nas e consiste na mistura 9 em volumes iguais, da solução pr2 

blema com uma solução de NaOH a 10% q juntando=se depois, go=

ta a gota uma solução de Cuso4 a O,S!L A reação positiva é

dada pelo aparecimento de coloração rósea. Nestes testes a 

reaçao foi nítida para o AG triturado e quase imperceptível 

para o AG extra!doe Quando ambos os antígenos foram submeti= 

dos à diálise por 24 horas e os testes repetidos 8 nos testes 

de ninhidrina a reaçao foi intensa para o AG triturado e fra 

ca para o AG extraído. Nos testes de Biureto os resultados 

foram iguais ao realizado anteriormente. 

4.4ª7.3� Reação do AS contra o AG obtido a partir do micélio 

As reações com o AG obtido do micélio foram 

negativas. 
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5. DISCUSSÃO

501. Alguns aspectos da fisiologia de A.phaseolorum

De acordo com os estudos realizados por 

CROSSAN (1958) os isolamentos de �.phaseolorurn podem c�ir em 

dois grupos, conforme o seu desenvolvimento ã diversas·temp!, 

raturas. Aqueles que crescem igualmente a 20
° 

e 24°cj

. 
Apli= 

cando=se este critério a cepa IB 731 G estaria inclulda no 

29 grupo, ou seja, melhor crescimento a 24°c. (vide 4.1.2.) 

Conforme resultado obtido no ensaio de cres=

cimento à diversas temperaturas (gráfico 1) o fungo nao se 

desenvolveu a 33
°

c. Neste' caso p este resultado estaria em de 

sacordo com os obtidos no ensaio sobre temperatura ideal pa=

ra_ germinação dos conídios oride, conforme se observa na tabe

la III, foi anotada uma germinação ao redor de 5%. Todavia u 

neste qltimo ensaio, na leitura realizada após 12 horas (vi=

de 4al.4.) não foi notado o crescimento dos tubos germinati=

vos. Isso veio demonstrar que o crescimento foi paralizadod� 

vido à morte do patógeno u conforme pôde ser comprovado post!, 

riormente u pela transferência das placas contendo as lâminasu

para temperatura mais amêrta· (24  C) f/ sem que se obtivesse qqal   

quer   crescimento posterior. A germinação de 5% dos conidios  

,teria, provavelmenteu ocorrido durante o tempo necessário p� 

ra o equilíbrio da temperatura das placasu ou seja 0 antes que 

ô meio de cultura atingisse a temperatura de 33°c. 

A melhor germinação dos con!dios a 21°c está 

plenamente de acordo com os resultados obtidos por CROSSAN 

(1958) que considerou temperaturas ·entre 20° e 24.ºc como as 

mais adequadas para a germinação.de con!dios de �.;phaseolorum., 



A inclusãou de um número elevado de êultur�s

de Ascochyta nos estudos sorológicos foi o motivo p:rincipal 

da realização do ensaio, que visou a fixação de uma idade. i= 

·: deal para a utilização das culturas em testes de patogenici�

, : dadeº Assim, houve a necessidade da reali.zaçio de inoc1.qações 

·· parceladas e em épocas diferentes u cujos resultados deveriam

· ser comparáveis u uma vez que obtidos os resultados dos éstu=

dos sorológicos, a estes era relacionado a característica pa
: , _, .=

togênica de cada cultura. Desde que a viabilidade dos espo.....,,. 

rôs decresce com a idade (HAWKER 1950) evidentemente também 

a infectividade de um in6culo $eri proporcional a essa idade, 

A fixação de idades entre 16 a 19 dias, para o emprego das 

culturas nos testes de inoculaçãou permitiu uma boa -pa.dron:l"': 

· ._ágão do método u uma vez que a temperatura C21 ºe> , a idade �,·

das folhas u a concentração dos esporos (10 6esporos/ml) e o

método de inoculação foram tai!Jlb�m pré-estabelecidos.

�.phaseolorum tem sido constantemente relata;... df como um fungo

típico de épocas frias e úmidasu ou melhor, é nessas ocasiões

que o mesmo se torna problema sério para várias culturas de

importância econômica (DES1'ANDES 1945 .1 ELLIS 19501 'NAGAI

19611 TERANISHI e coL l968t FIGUEIREDO e col. 1969; ALCORN

1969). Todaviav conforme foi verificado nos ensaios, o seu

ótimo de crescimento se situa-a temperat.�J:as relativamente

elevadas 17 ou seja 0 ao redor de 24
°
c. O motivo pelo qual o

fungo é problemático nos perlodo de inverno,p ta.! ·•·vez possa

ser 11 em parte, explicado pelos resultado� obtidos

· nos ensaios de alternancia de temperaturas onde 11 confonne ise

verifica no gráfico 3 11 o patógeno não foi afetado pela queda

.de temperatura, mas pelo contrário tE;JVé seu c:resci�nto est!,

tnulado. o inverso ocorreu nas temperaturas mais elevadâs
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pois um período de 4 horas (diárias) de incubação do patõge=

;:�o a ,t�ts temperaturas foi tempo suficiente para inibir seu 

crescimento. Em nossas condições ;temperaturas superiores á 30°c 

são bastante comuns em estações de verão u principalmente na.s . 

. horas de maior insolação, ao redor de 12 a 15 horas. Nos pe=

ríodos de inverno, nas horas de maior insolaçãou as tempera=

turas raramente atingem níveis superiores a 2s
º
c ou 26

°
c. Es 

te talvez seja o motivo porque o fungo tenha pouca signific� 

ção no período de verão tornando-se problemático no inverno. 

Não sabemos os motivos pelos quais o patógeno 

é inibido às temperaturas elevadas, mesmo que este seja sub=

metido a sua ação por períodos relativamente curtos e tão po� 

co o motivo do aparente estímulo por temperaturas baixas. Ou 

tros estudos seriam necessários para que fosse encontrada u=

ma explicação adequada. 

5.2� !_studo comparativo entre os sintomas induzidos em berin=

jela por �ºphaseolorum � Povexans 

O estágio perfeito de �.phaseolorum é ainda 

noje um assunto bastante discutidoº Segundo NAGAI (1961) A. 

lycopersici {sinônimo de A.phaseolorum) foi re1acionado por 

KLOBAHN com a forma peritecial Didymella lycopersici Kleb.e 

�.phaseolorurn por sua vez é apontado como tendo por forma per 

feita Mycosphaerella pinodes Berck & Blox. Segundo o mesmo 

autor 8 a escassez da ocorrência de formas ascogenas nao tem 

permitido que se leve a cabo estudos mais detalhados para es 

tabelecer estas relações. 

Os dados obtidos no presente trabalho, sao 

urna indicação de que �.phaseolorum possa estar relacionada 

com o gênero Didymella uma vez que as parafises puderam ser 



· n!tidament.e observadªs (figuras 3 e 4.) Essa mesma ftssoot·�,;,,,,,;,@ 

9ãou encontrada no m�terial 4825 u ji. havia sido por nó� <,,b""""'"

· ,fi$ervada, anteriormente IJ por duas vezes
p 

quando do isolW'lentt;

;·brar que a presença. de parafises como elemento morfológico V!, 

. _.lioso para distinção entre os gêneros Didymella e Mycosphae=

:tella foi amplamente discutido por KOCH (1931). Em suma, t2 

· das as dificuldades giram em torno do desconhecimento dos f!,

.tores fisiológicos que conduzem? :formação do estágio perfe!_

·to e do encontro de métodos eficientes para a sua induçi6
°

sob

·. ·condições controla.das. Talvez isso possa ser conseguido e11.tr_!

yés de éstudos mais acurados sobre a genética e u principal==

.mentev no que refere as exigências nutricionais do microrga.=

-nismo, Com outros fungos fitopatogênicos (WHELLER e icol 195�a

. KIMATI 1970) bone resultados jã têm sido obtidos nessa area

Nos diversos ensaios de inoculações realita= 

· das 011 in vi tro ªº ou em condições de estufa foi verifica.do . que

·: os frutos de berinjela reagiram igualmente aos fungos /j quer

quando inoculados separadamente e mantidos em caixa� plisti=

, cas 9 quer quando ainda não destacados das plantas e mantidos

em condições de estufa. 

As diferentes variedades reagiram da 

torma quanto ao ponto de vista qualitativou ou melhoru houve 

apenas diferença no tamanho das lesões produzidas indicando 

:que as divevsas variedades podem apresentar diferentes suscf 

· tibilidades a.os patógenos (I não havendo II entretanto, variação

quando se considerou o tipo de sintomas para um mesmo patóg�

/i
'.
;;q�. inoculado  Foi ainda verificado ser bastante dif!eil a e .

::,.::distinção de podridões eaut�uidas por !Q;elha!!:ieoliorum e �º ve-xans· 

98 
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havendo apenas uma pequena variação na coloração das padri� 

dões produzidas. Difícil também será a distinção entre as 

doenças, em condiçõe� de campo g quando essa diferenciação for 

. ·feita tomando-se por base lesões de frutos. Neste caso, ape=

nas o exame de laboratório poderá positivar a diagnose. 

Quando se consideram folhas, foi observado que 

, o método de inoculação das mesmas II separadamente u 06 in v.1 tro" 

·�- (folhas destacadas) ué vilido quando se deseja estudar a pa=

· ·· togenicidade u mas pouco adequado quando a inoculação é feita

com o propósito de se comparar sintomas. Como foi notado, os

sintomas foram atípicos tanto no caso de �ephaseolorum como

para t.vexans, resultando 6 em ambos os casosu em podridÕes

generalizadasº

Nas experiências de e·stufa II onde foram inocu

. ladas plantas inte.iras, os sintomas foram idênticos aos nor=

malmente observados em condições de campo, demonstrando que 

. a.penas este método deve ser usado quando se deseja estudar 

sintomatologia. Por este processo, foi verificado queu embo=

ra semelhantes em muitos aspectos p os sintomas de �ºphaseolo=

rum e de P.vexans diferem,principãlmente no que .. se_t:êfel:'e ao 
,, � 

formato regular das manchas causadas por Ascoehyta e, irreg� 

lar e tendendo a acompanhar as nervuras de Phomopsis. 

Com relação as lesões produiida,s nas hastes , 

quer quando os fungos foram inoculados por injeção ou por ª!. 

persa.o a diferença ma.II mareante foi a tendência a se desen=

volver lateralmente envolvendo as hastes apresentada por 

Ascochyta enquanto que para Phomopsis as lesões tender�m a 

estender-se no sentido do comprimento das fibrase Neste eaoo 

parece nio ser dificil a distinção das dua� doenças em comi! 

ções de campo0 
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A semelhança entre os sintomas de �.phaseolom:um 

e de fevexans talvez possa explicar o mal entendido existen=

te em nosso meio, no que se refere a cerxas restrições que 

tem sido impostas aos híbridos criados pelo Departamento de 

Genitica da E.S.A.L.Q. Esses híbridos (F 100 e F 45) tem si=

do considerados p por muitos técnicos e lavradores, como sus=

cet!veis a �.vexans, embora suas origens genéticas fossem pa 

ra obtenção de resistência. Nos ensaios de inoculação aqui 

realizados o híbrido F 100 , aparentemente /} comportou=se como 

resistente a �.vexans, havendo o aparecimento de lesões pe=

quenas e pouco numerosas. Com relação a �.phaseolorum o mes=

mo foi suscetível, não diferenciando das demais variedades 

Assim, a idéia corrente de que esses h!bridos sejam suscetI= 

veis a f.vexans pode ser conseqttencia de informações obtidas 

. através de diagnoses de campo e não comprovadas por exames 

de laboratório. Estes são, sem dúvida, aspectos do presenté 

trabalho que careceriam ser melhor estudados& 

5s3e Determinação de novos hospedeiros 

Conforme pode ser verificado nos resultados 

expressos na tabela IV u existem em nossas condições um núme=

ro bastante elevado de ervas nativas u hospedeiras e que po=

dem atuar como fonte natural de inóculo. Embora entre as erc

vas suscetíveis sejam encontradas plantas pertencentes i di= 

versas famílias botânicas 0 o maior número parece pertencer 

ãs famílias Compositae 6 Malvaceae, Leguminosae e Solana�ae. 

Este fato tem sido frisado por diversos autores(CROSSAN 195� 

ALCORN 1'968; SUTTON e WATERSTON 1966, e SIMMONOS 1966)0 Infe 

lizmente não nos foi possível encontrar plantas nativas d,a. 

fam!lia Leguminosae para que fossem inoculadas. 
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Nos ensaios de patogenicidade 11 aqui realii:a�. 

dosu os resultados estiveram de pleno acordo com aquel�is ob= 

tidos por CROSSAN (1958) com isolamentos de ;à.phaseolorwn da 

América do Norte 0 isto é, o patógeno infectou as plantas sem 

que houvesse necessidade prévia de ferimentos nas partes in,2 

culadas. o período de 48 horas de umidade adequada e temper� 

turas não superiores a 2a
0
c foram condições suficientes para 

que a infecção se estabelecesse. Alguns insucessos que por 

vezes ocorreram em nossas inoculações de plantas envasadas 

estiveram sempre relacionadas com dias excessivamente quen� 

tes e consequente elevação dá temperatura nas câmaras de ino 

culação. Nessas condições, já que nãe dispúnhamos de câmaras 

úmidas com temperatura controladab houve necessidade de se r� 

. petir as inoculações ·aquardando=se por dias de temperaturas 

mais amenas. 

Os resultados obtidos por ALCORN (1968) v em 

cujas experiências era necessária a existência prévia de fe

rimentos nas plantas parau que a infecção se estabelecesse g 

sugerem uma variação bastante grande na virulência de dife

rentes isolamentos de �.phaseolorum. Aliás este fatov já di� 

cutido por ALCORN (1968) e por CQOSSAN (1958) 0 pôde ser tam=

bém por nós verificado quando1 nas inoculações de folhas de 

feijão e berinjelav nos testes complementares dos ensaios so 

rológicos (tabela V), foi notada uma variação na infectivida 

de das diferentes culturas utili�adase 

As experiências reali�adas no presente traba=

lho, também confirmam a idéia de DESLANDES (1945) que atri= 

buiu a �Glycopersici as manchas que ocorriam em pXantas de 

erva mourau jiló paulista, gérbera 6 pimentão doce, em uma 

composta nativa não identificada e sobre Physalis spº� na E� 
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tação Experimental de são Bento u RJ, plantas estas situadas 

ao redor de culturas de tomate altamente atacadas$ Sâbe•se h2, 

je, que �elycopersici é sinônimo de !_.phaseolorum e, confor

me se verifica na tabela--·zy,a erva moura (Solanum ameri.canu.m), 

·physalis spG e várias compostas foram altamente suscet!veisº

Também as ilustrações apresentadas por DESLANDES�das lesões

em erva moura
., 

são idênticas às aqui apresentadas (figura 21).

De tudo que foi aqui discutido verifica=se que 

do ponto de vista agronômico, algumas medidas de ordem práti 

ca podem ser adotadas tomando-se em consideração os dados a-· 

cima obtidosº Por exemplo, dado o grande número de plantas de 

interesse econômico e plantas nativas, hospedeiras, cuidados 

devem ser tomados no que concerne a organização de planos p� 
\ . 

. ra rotação de culturas bem como na limpeza prévia do terren� 

quanto às plantas nativas hospedeiras, para o estabelecimen=

to de culturas altamente suscetíveis a �ephaseolorum como 

o caso das culturas de feijão vagem, quiabo e berinjelaº

s;4e Emprego da sorologia como método auxiliar para a iden=

tificação de �.phaseolorurn e especificação de fungos 

do gênero Ascochyta 

e 

Os resultados negativos, ou seja, a ausência 

de reaçoes sorológicas_nos testes de dupla difusão em âgar, 

quando se empregou massas intactas de esporos, vem demonstrar 

que não houve difusão dos componentes antigênicos. A simples 

trituração manual dos espdros, obtida com o auxílio de um a,! 

mofariz, foi suficiente para a liber�ção de tais componentes 

resultando em reações positivas. O exame microscópico da mas 

sa de esporos-,  apósº o processo de trituração manual, demon!, 

trou que um grande número de con!dios foi destruído pelo pr.2, 



cesso. Isso permitiu que os componentes antigênicos, q•r,na 

.:· forma s?lúvel ou de part!culas (ant!geno particularizado) _,se 

dlf�dissem no ágar permitindo o apareoimento das retÇ9'!$ :.$2 

·. rológicas.

O emprego de vibradores ultr�-sônicos  para 
 

hg_ 

_ mogenização de ant!genos e liberação de compe>nentes an1;.t,9ên!, 

__ .. cos tem sido aplicado com, sucesso por vários autores, sendo 

· . _atualmente um método já consagrado na técnica soro lógica. A!,

· sim é que AMOS e BURREL (1966) quando utili;zaram a sorologia

.- para· separar diversas espécies de Ceratocystis verificaram

que suspensões de esporos tratadas pelo ultra-som, deram re�

. ações muito mais fortes, em testes de dupla difusão em ágar,

quando comparadas com_ suspensões de esporos não tratadas. D�

-,·fei:-entes tipos de �parelhos ultra-sônicos, tais como Branson 

.S-15 (MORTON e DURES 1966), Branson Modelo s-110 (MERZ e coL  

:1969; AMOS e BURREL 1966), Branson Modelo s-75 (AMOS e. BURREL 

·-• 1966), Raytheon R-22-3 (FRIEDMAN e CONANT 19531 tKADEN 1957),

- _·tem sido empregados para esse fim. Os maus resultados por ríõs

. obtidos com o modelo MSE 100 watt formtt �t,rovávelmente dêvidos 
. .  

á-�neces�iâaa,ê de liíõ"(fic:ações na técnica utilizada ou ainda 

ao fato do tipo de homogenizador ultra-sinico não ser adequ� 

; do para esse fim. o que levou ao abandono da técnica e ·· · ao 

não aperfeiçoamento_ do método, f9ram os bons resultados auf!, 

ridos com outras técnicas, como trituração dos esporos:e ex

tração dos antígenos com ácido acético.·-

A tentativa de extração de ant!genos, pe�o em 

_prego de uma solução ácida fraca, foi baseada na farta lite

ratura ex;t.stente sobre o significado dos _polissacáridos corilo 

antígenos de fungos e bactérias. (WILCÔX e LINK 19 35; TE!-SPE� . 
: •.; ., '='" . fo::f',, 

1959; BISHOP e col. 19601 ·BISHOP e col. l-963;I<WAPI�SKI: 1963', 
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. SUMMERS e col 1963; PEPYS e LONGBOTTON 1967)" Além disso foi 

· tomada em conta a idéia, de GOODING (1966), que se referiu a

importância de se trabalhar com antígenos purificados ao in

vés de se utilizar extJ;'atos brutos, onde a. complexidade das

bandas de precipitações dificultam o claro entendimento das

reações sorológicas .. Também segundo PEPYS e LONGBOTTON(l967),

investigações recentes têm demonstrado que os polissacãridos

contém uma série de componentes antigênicos úteis para a

produção de reaçoes antígeno-anticorpo altamente especifica�

o fenômeno de aglutinação verificado quando

se aplica o AS 731 diretamente sobre uma suspensao de espo=

ros de �.phaseolorum vem demonstrar a presença de antígenos 

nas paredes externas dos conídios e ainda que esses antige

nos não sao facilmente difusíveis, uma vez que a reação é ne 

gativa, quando massas de esporos intactas são utilizadas em 

testes de dupla difusão em ágar. (Vide 4e4.4.la) 

Dada a grande especificidade da reação 6 já que 

nao foi verificada qualquer aglutinação quando se aplicou co 

mo antigeno esporos de outros fungos, este teste pode ser 
" 

utilizado na obtenção de dados preliminares.sobre as reações 

sorológicas. Convém salientar que CHEEK e BARRET (1961) de

monstraram que técnicas de aglutinação são úteis apenas para 

detecção de antígenos de superfície uma vez que antígenos ia 

ternos são. sempre inacessíveis aos anti-corpos. 

Empregando-se o AG solúvel, os testes de pre

cipitação em tubos apresentam a vantagem da rapidez das rea=

ções, pelo aparecimento do •.nel da interfase AS=AG mas apre..,;

sentam a desvantagem no excessivo gasto de reagentesª O méto 

do, como no caso do de aglutinação em lâminas, foi útil,para 

·· a obtenção de dados preliminares e, como já foi salienta.do

anteriormente, bastante adequado para estudos de titulaçãoª



Como as reaçoes obtidas com o AG solúvel fé>;.. 

ram coincidentes com as do AG triturado quanto a especifici

dade das reaçoes em gel,deu-se preferência a utilização do 

primeiro porque ·,o seu preparo é mui to menos trabalhoso e té.s:,

nica.mente melhor padronizado. O emprego do AG solúvel foi 

também mais adequado pelo fato de que este proporciona lâmi

nas sorológieas mais claras e limpas. Neste partieular,a des 
.. vantagem do uso de esporos triturados e que a massa de espo=

ros colocada nos orifícios das lâminas adere tanto a camada 

,de ágar,nas paredes laterais dos orifícios, como no vidro,ao, 

fundo, após o período necessário para a obtenção de linhas 

· de precipitação nítidas. Isto faz com que seja preciso subme

ter as lâminas a lavagem com água. Esta é uma operaçao traba

lhosa e deve ser realizada com cuidado porquê muitas vezes a

· aderência dos esporos é tão intensa que se torna difícil a

limpeza das lâminas sem que se cause dano a camada de ágar .

Há ainda o problema de que,quando a limpeza não é. perfeita,

no ato de coloração das lâminas, o resíduo de esporos exis=

tente se color� intensamente comprometendo a nitidez das li=

�has de precipitaçãoª

Aplicando=se o método de OUTCHERLONY de dupla 

difusão em ágar verifica-se· que as reaçõ'es foram alt�nt.e 

específicas conforme os resultados expressos em 4s5a4s O AS 

preparado para Ceratocystis(AS 526)reagiu apenas com Cerato=

cystis(AG 526), o mesmo ocorrendo com o AS preparado para 

��phaseolorum(AS 731) que reagiu apenas com o AG homólog� 

(AG 731) ou com antígenos de algumas outras culturas de�= 

chyta& (Lâminas l e 2) e

Os AG .827 e AG 932 _de fevexans {Lâmina 5) fo

ram incluídos a fim de se verificar a possibilidade de rea-
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çoes cruzadas com o AS 731. Diversos autores (WIMALAJEEWA e 

J.DE VAY 1971; CHARUDATTAN e DE VAY 1971; DOUBLY e col.1960;

FLAGAS e DIKSON 1961; FLOR 1955) tem demonstrado a possibil� 

dade de reações cruzadas entre antígenos de agentes patogêni 

cos e os anti=soros dos respectivos hospedeiros ·e vice=versa 

e procurado relacionar a intensidade dessas reações com o 

grau de afinidade entre patógeno � hospedeiro. Baseando=se 

nestes trabalhos e considerando que tanto A.phaseolorum como 

�.vexans são altamente patogênicos para berinjelau ambos os 

fungos poderiam ter antígenos comuns. Nas experiências aqui 

realizadas não foi verificada qualquer relação antigênica en 

tre os dois fungos. 

De posse dos dados sorolÕgicos e de patogeni=

cidade contidos na tabela V é possível uma análise geral dos 

resultados v que serão discutidos individualmente ou agrupa

dos segundo as características gerais ou a possível espécie 

de cada cepa. 

As reaçoes positivas obtidas·com os AG=extraí 

dos a partir das cepas; IB 788 G,IB 795 G u IB 853 G e IB 909G 

eram esperadas, uma vez que todas essas culturas tinham o 

mesmo aspecto da cultura de �-.phaseolorum (IB 731G) e tinham si. 

do isoladas de plantas de berinjela mostrando sintomas típi =

cos de ascoquitose. Com exceção da cultura IB 795 G 0 cuja P!, 

togenicidade não foi testada, os resultados sorológico� obti 

dos para as demais puderam ser confirmados pelos testes de i 

noculação em berinjela e feijão. A cepa IB 909 G mostrou-se 

menos virulenta em relação as outras três culturas, isoladas 

da mesma planta. 

Também era de se esperar que fossem positivos 

os resultados obtidos com as cepas IB 799 G,IB 804 G,IB 865G, 

IB 931 G,IB 946 G e IB 947 G desde que estas 0 além de seremu 
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no que se refere ao aspecto da cultura u a

!1,phaseolorum, tinham sido isoladas respectivamente �·$"· f;p!n,! 

teirov quiabeiro, feijão vagem,tom�iro , tomateiro e àlgo=

doeiro {vide 304.2.le� que são plantas consideradas hospede!: 

ras de �.phaseolorum (CROSSAN 1958). Com exceção da cepa IB 

931 G, não inoculada, os testes de patogenicidade realizados 

com as demais culturas confirmaram plenamente os dados soro=

lógicosª 

Em dois casos - cepas IB 863 G e IB 873 G 

os resultados não coincidiram com o que era esperado /j a pri!!,, 

cípio. Estas cepas foram isoladas respectivamente de piimen=

tão e tomateiro, plantas consideradas hospedeiras de 

�.phaseolorum, tinham as características das culturas bastan

te próximas da cepa IB 731 G e no entanto deram reaçães soro

lógicas negativa�. Todavia, o resultado também negativo nos 

testes de patogenicidade realizados com a cepa IB 873 G con=

firmaram não se tratar de �.phaseolorum@ Para a cepa I� 863G 

a patogenicidade não pôde ser testadaº Estes dois isolamentos 

provavelmente pertenceriam a outra ou. outras espécies ocorren 

do sobre plantas hospedeiras de !•Phaseolorume 

Os resultados sorológicos positivo� das ce-=

pas IB 791 G, IB 798 G, IB 834 G e IB 866 G 0 isoladas dê p� 

tas do. gênero Brassicae também nao eram esperados uma v�z 

que essas plantas nio tem sido consideradas como hospedeiras 

de �epha.seolorum e sim da espécie a.brassicat Thwa,., Ent,ret� 

to' os testes de patogenicidade confirmaram tratar.;,,se de 

�.phaseolorume A maioria das cepas mostrou=se altam�nte pat.2,

gênica para berinjela e patogênica para o feijão� Quanto ao 

aspecto das culturas
h

nio puderam ser notada& diferençà� entxe 

estas e a cultura IB 731 GeDevemos aindª considerar qu€l os 
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isolamentos a partir de plantas do genero Brassicae foram

sempre realizados de folhas velhas. Neste caso /l existe a. PO!, 

, sibilidade de �.phaseolorum estar ocorrendo saprofiticamente. 

Testes realizados pela inoculação de folhas de couve{Brmsica 

oleracea L.) pelo mesmo processo empregado para berinjela e 

feijão resultaram no apodrecimento das folhas 0 mesmo nas fo=

lhas controle 6 antes do aparecimento de qualquer sintoma que 

pudesse caracterizar infecção pelo fungo. Em favor da hipót� 

se de que �.phaseolorum; possa ser patogênica para repolho e 

couve flor vem o resultado obtido no ensaio de inoculação de 

plantas nativas (vide tabela IV) v quando se obteve resultado 

positivo na inoculação do nabo bravo (Brassicavsp.). Quanto 

ao aspecto morfológico comparando as descrições dos fungos 

co�tidas em SACCARDO (1884) e SUTTON e WATERSTON (1966) !T 

brassicae Sacc. difere de �.phaseolorum quanto a forma dos 

con!dios. Enquanto que para a primeira espécie os conidios 

são regulares e fusiformesu para �.phaseolorum estes sio ir=

regularesv muitas vezes encurvados e apresentando extremida=

des achatadas ou arredondadas. Ao exame microscópico os con! 

dios das cepas isoladas das plantas do gênero Brassicae (IB 

771 G; IB 798 Gt IB 834 G e IB 866 G) revelaram todas as ea=

racterísticas do tipo citado para �.phaseolorum. 

No caso das cepas IB 723 G e IB 757 o resul

tado negativo, tanto nos testes sorológicos como nos ensaios 

de patogenicidade, erat o, esperado. Em café é citada a e$pé

cie A.coffeae Hennº descrita por HENNINGS sobre folha� de e�

feeiro do Estado de são Paulo. (HENNINGS, 1922). Sobre• inea

ma planta é também conhecida �.tarda Stew. 9 descrita pot

STEWART ., na Etiópia (STEWART 1957}. Esta, espécie ai:rtda não 

foi encontrada em nosso meioe 
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Os resultados sorológicos e de patogenicidade 

negativosu obtidos para as cepas IB 867 G e IB 886 G, isola

das de cucurbitaceas p respectivamente� xuxu e pepino 0 eram 

esperados, pois sobre estas plantas é mencionado o fungo 

�.cucumis (Faut.) Roum, forma picn!dica de Mycosphaerella 

melonis (Pass.) Chiu e Walk. Neste caso, tanto a co:J.,oração e2, 

mo o aspecto das culturas diferiram dos de �.;e__haseolorumº 

Também negativos, foram os resultados para a 

cepa IB 893 G isolada de mamoeiro. Esta planta é hospedeira 

do fungo �.caricae Pat. forma imperfeita de M.caricae(Maubl. 

Também neste caso a cultura diferia da cepa IB 731 G G

o resultado positivo para a cepa I� 894 G,is2

lada de alcachofra v foi plenamente confirmado pelo teste .'.de 

patogenicidade p pois o isolamento foi extre�ente virulento 

tanto para berinjela como para o feijão. Também a cepa ·IB 

731 G (A.phaseolorum) P conforme pode ser verificado na tabe=

la IV, mostrou=se altamente infectiva para alcachofraº Disso 

se conclui que �.phas�olorum além de ser altamente patogêni=

co para alcachofra é um patógeno que ocorre normalmente em 

condições de campo atacando esta cultura. ·convém ainda sali= 

entar que em nossas condições, nas regiões onde se produz al 

cachofrau nos arredores dos municípios de Ibiuna e são Roque, 

S.,P., uma ascoquitose vem se tornando cada dia, problema mais

sério. 

Sobre alcachofra a literatura também indica 

o fungo �.cynarae Maf. Quanto a este aspectou uma pos${Vell!,

lação ou identidade entre as espécies A.phaseolorum e !,,qin�rae 

não pode ser despresada. Conforme se verifica em MALEÇON(l936), 

as determinações específicas dentro do gênero Ascodhytff sib 

geralmente mui to confusas, baseadas apenas em p�quenae. ,4ife= 
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renças morfológicas, e sem o apoio de pesquisas sobre patog� 

nicidade. Este seria, um caso particular ,. cujo esclareci,�n=

to demandaria pesquisas detalhadas sobre a morfologia, pato

genicidade e sorologia dos organismos em questão. 

Tomando=se por base os resultados das experi= 

ências aqui realizadas no campo da sorologia pode=se verifi= 

car que o antígeno preparado mostrou-se altamente espec!ficoq

dando reações positivas apenas com fungos pertencentes a es=

péd .. e �.phaseolorum. O AS obtido a partir dos esporos foi 11 

- �o que tudo indica 9 mais específico do que aquele preparado

por MADOSINGHI e col (1967), quando estes autores procurando

separar diversas espécies de Ascochyta 1 empregaram como ant!

genos imunizantes estruturas somáticas (micélio). Por este

processo os autores lograram obter, nos ensaios de dupla di=

fusão em ágaru um sistema muito complicado de reações de pr�

cipitinas e de difícil interpretaçio.

o título obtido pelo processo de imuni�açãou

empregado no presente trabalho, foi relativamente · baixo, 

ou seja, 1:128 o titulo precipitante e li64 quando o AS foi 

diluído. A obtenção de títulos pouco elevados é 0 muita$ ve

zes, vantajosa porque estes estão geralmente relacionados com 

uma maior especificidade dos anti=soros. 

O valor dos polissacáridos como antígenos de 

fungos já tem sido largamente discutido e comprovado por di= 

versas pesquisadores e 0 mais recentemente 6 tem se notado uma 

grande preocupação no estudo mais detalhado e profundo das 

características bioquímicas desses antígeno�. Notivei� neste 

campo de estudo são os trabalhos de BISHOP e coL (1960.) e 

BISHOP e colo (1963) quando lograram purificar polissadárf

dos imunologicamente importantes de Candida albicans {Rob) 

Berk e de Trichophyton granulosu.m Sabº Também KAWAPINSK(l96ll 
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verificou que polissacáridos isolados de Nocardia asteroides 

{Eppinger) Blanch. poderiam ser considerados como espécie=

=específicos e SUMMERS e eol. (1963) estudaram e demonstra=

ram a importância de antígenos polissacarÍdicos das paredes 

celulares de diversos fungos do gênero Candi�º 

Os estudos sobre a natureza química dos anti 

genes, realizados no presente trabalhou tiveram por objeti=

vo' .apenas a obtenção de dados preliminares que pudessem for=

necer algumas informações sobre os antígenos extraídos dos 

esporos de �.phaseolorum p os quais demonstraram ser de bas=

tante utilidade na especificação do fungo. Os testes colori=

métricos de Anthrona e de Molisch.9. positivos, demonstraram a 

possibilidade de que a antigenicidade específica encontrada 

em substâncias presentes nos conídios e que sao extraídas a 

quente por uma solução de ácido acético a 0,03N sejav em grar?,, 

de parte /j devida a polissacáridos. Esta suposição é ainda en, 

fatizada pelo fato de que as substâncias que reagiram posit! 

vamente nos testes colorimétricos de açúcar possuem moléculas 

grandes p já que são incapazes de atravessar a membrana de diá 

liseº Os resultadosv também positivos 8 obtidos para os anti= 

genes extraídos que reagiram negativamente com o AS 131 0 su=

gerem nao ter havido falhas no processo de extração, uma vez 

que estes também possuem polissacáridos. Neste casou a rea=

çao sorológica negativa teria sido apenas uma conseqüencia da 
,. 

especificidade do AS. Estes dados podem explicar, em parte , 

os insucessos obtidos por MATSUMOTO (1929), quando este ten=

tou separar diversas espécies de Aspergillu� através de mét2 

dos sorológicos. Este autorv ao invés de tentar melhorar as 

características do AG para as reaçoes sorológicav já que o 

problema se constituía na precipitação expontânea das susp�.n, 



sões de esporos em testes de aglutinação 6 o fez procurand.O 

melhorar as características do AG inoculante. Introdu�1:1�dom2, 

dificações na técnica anteriormente emprega.da, sub�eteu os 

esporos de A.amsterlodami ao aquecimento e fervura, ante$ da 

injeção 1 não logrando obter anti=sorosº Por este métod() 

MATSUMOTO teria, provavelmente @ destruído ou desnaturado a

maior parte das proteínas e solubilizado os polissacáridos 

Sabe=se hoje que os polissacáridos extraídos de fungos� como 

regra u tendem a ser haptenos, ou seja 9 reàgem bem com os anti 

-soros mas falham em estimular a produção de anticorpos quan

do injetados em animais. Este seria sem dúvida um forte mot! 

vo,para que o soro obtido reagisse da mesma forma que o soro 

normal. 

O mesmo autorv procurando a.plicar método� de 

precipitação em tubos, pretendeu extrair substância� antigê=

nicas a partir de esporos de di versa.s espécies do mesmo gê= 

nero para serem utilizadas como antígenos reagentes0 P�a 

isso utilizou, como solvente, álcool absoluto não logrando 

obter qualquer resultado. Esse insucesso pode ter sido uma 

conseqüencia da precipitação v pelo álcool u dos poli�fHieiri

dos e das proteínas existentes nos esporos. 

Os dados por nós obtidos são aind� pouco con=

l 

clusivosv entretanto, deles pode=se facilmente depreender s2. 

bre o valor destes estudos e da grande neces�idade e impor=

tância d� pesquisas relativas a bioquímica e espeeifieid�de 

dos antígenos fúngicos, bem comov do estabelecimento de mét.2 

dos adequados para suas purificações. 

Os resultados dos testes de ninhidrina e biu=

reto, aos quais os antígenos triturados e extraído� fôrMl 

submetidosu parecem sugerir que o componente (ou componentes) 
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destruído pelo processo de extração possa ser uma proteína . 

Esta hipótese poderá ser futuramente melhor esclarecida em=

pregando-se outros métodos bioqu!micos ou mesmo aplicando=se 

processos de imunoeletroforese. Entretanto; a destruição de� 

te componente (ou componentes), antigênico, pelo que tudo i� 

dicau não interfere na especificidade do, antígeno. Isto pode 

ser verificado nos testes sorológicos e de patogenicidade(ta=

bela V) onde os resultados estiveram de pleno acordo com o 

esperado. Convém salientar que segundo diversas pesquisas já 

re@lizadas (in PEPYS e LONGBOTTON 1966) da mesma maneira co=

mo sucede com Pneumococcus, os antígenos polissacarídicos àe 

fungos são em geral responsáveis por uma especificidade mui=

to maior do que os antígenos proteicos. Desta forma, se os 

testes sorológicos realizados no presente trabalho fossem re 

petidos, empregando=se apenas o AG trituradou possivelmente 

poderia haver o aparecimento de reações cruzadas, conseqüen

tes do componente proteico. Este é um dos aspectos do prese� 

te trabalho que merece serv futuramente, melhor estudado. 

As reaçoes negativas, obtidas quando se utili 

zou como antígeno extrato de micélio da cepa IB 731 G ( Vide 

4�4º7.3.), comprovam a alta especificidade do AS preparado a 

partir des esporos. 

Embora diversos· autores tenham conseguido re=

sultados apreciáveis em sorologia de fungos, empregando para 

imunização, antígenos preparados a ·partir de estruturas somá 

ticas (micélio) ou mesmo a partir de produtos de excreção(m� 

tabolitos) ao nosso ver 8 o emprego de estruturas reproduti=

_vas (esporos) é sempre mais adequado e sempre que possível 

devem ser injetadas nos animais seM muitos artifícios de téc 

nioa 0 que possam alterar a integridade dos diversos compone� 
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tes antigênicos. As dificuldades na realização dos teste� s2 

rológicos aparecemv principalmente, quando há necessidad� de 

se trabalhar com extratos fúngicos. Tais extratos q consistem 

em um sistema múltiplo de antígenos que apresentam todos os 

riscos para a análise como� variação quantitativa do� �nt!g� 

nos p artefatos resultantes da técnica de extração e conseqüen. 

temente precipitações inespecíficas e ainda, se for o caso 

de se trabalhar com tecido somâtico 9 a possível variação qt;i.a!!, 

titativa e qualitativa dos antígenos durante o ciclo de vi= 

da do organismo estudado. Muitos destes inconvenientes podem, 

ser evitados se o antígeno inoculante for constituído por 

estruturas reprodutivas e portanto menos sujeitas a varia=

ções do que os tecidos somáticosº 

Em apoio a esta idéia e traçando um paralelo 

com outros campos da sorologia 9 aplicada a taxonomia; verifi 

ca=seu por exemplo, que na sorobotânica tem se notado uma ma:rr 

cante tendência ao emprego de estruturas reprodutivas (serne� 

tes. pólem etco) como antígeno imunizante porque estas são 

menos sujeitas a variaç�es do que os tecidos somáticos{FAIR= 

BROTHERS 1968; HAWKES e TUCKER 1968). Também na bacteriolo

giau segundo CASTRO (3) g na separação entre amostras õe 

Bacilus cereus Cohn e Bacilus anthracis Frankland & Frankland 

nem sempre fácil 9 um dos recursos utilizados para .tal dife'if= 

renciação é o emprego do soro anti=esporos, qu� se mo�trª oo� 

tante específico, o que não acontece com anti=soro� prep�ra=

dos com estruturas éomáticas. 

(3) A.F. �estana de Castro = Informação pessoal



115 

Quando estruturas somáticas são empre�dai3.P.! 

ra a sensibilização de animais, os títulos resultante$, são ·,

via de regra, muito altos (MADOSINGH 1964,. 1964 b,�$.lllGH 

e cole 1967, LINK e WILCOX 1932 e outros) o que ger�lit\ente ,

está associado a uma pobre especificidade. Desta bai2fil e.spe

cificidade resultam complicados sistemas .de reações d� ��ec!, 

pitina, muito difíceis de se interpretar u mesmo quando se 

lança mão de técnicas de diluição e de absorção. 

Uma grande soma de pesquisas já realizadas 

no campo da sorologia de fungos parece sugerir quer para a 

obtenção de reações específicasu mais importante do que o

aperfeiçoamento de técnicas de imunização ou das caracterís=

ticas do antigeno imunizante é o aprimoramento das prepa;a-

. ções do antígeno para as reações sorológicas. 



6. CONCLUSÕES

Os estudos desenvolvidos no presente ,'tZ;!saba

lho permitiram chegar às seguintes conclusões prinêip�ii;S: 2

1. Grãos esterilizados 

(�.angularis Kaw.) foram apropriados 

!-;ehaseolorum. 

de 

2. A temperatura mais adequada para esporulâ

çao de !•Phaseolorum situa=se ao redor de 21 a 24°c e 

germinação de conídios ao redor de 21
°
c.

3. Períodos curtos de temperaturas elevadas

(superiores a 27°c) são suficientes para a inibição do cres~ 

cimento de A.phaseolorum f enquanto que períodos curtos de tem 

• D ' O peraturas mais baixas que o otimo de crescimento (21 = lZ C) 

têm o efeito inverso. 

4 L Os sintomas causados em berinjela 

!,.phaseolorum e por E,.vexans são bastante semelhantesu o que 

pode levar a confusão entre as doenças causadas pelos , ·dois: 

patógenos em diagnoses de campoº 

5. !,.phaseolorum é patogênico para um número

elevado de plantas de importância econômica e plantas ll'»;ati""""' 

, ,vas, sendo particularmente importante para berinjela, güia""

bo e feijão vagem, cultivados em período de inverno. 

6. Foi encontrada uma grande variaçi.o &l!l:t.:ifé

·os diversos isolamentos de A.phaseolorum no que concerne· ao

grau de patogenicidade para as d:ü,versas plantas inoculadas.-

7. o anti=soro preparado para �.phaseolo&;Y:m,

empregando=se suspensões de esporos,' mostrou=se altament(! êl, 

pec!ficoo 
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8. A extração do antígeno empregandocase iei""

do acético a 0,03N é vantajosa e não altera a especificidade 

antigênica do mesmo. 

9. O emprego da sorologia mostrou �er promi�

sor como método auxiliar na especiação de fungos do· gênero 

· Ascochyta.
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7. RESUMO

No presente trabalho foram realizados tef§bild�s 

que tiveram como finalidadeg contribuir para o melhor �onhe=

cimento de alguns aspectos da fisiologia de 

phaseolorum; estudar comparativamentev procurando estabel'e"""= 

cer diferenças entre os sintomas induzidos em berinjela por 

aquele patógeno e por Phomopsis vexans º estudar alg�n�. aspe.2_ 

tos da sintomatologia de !aphaseolorum em outras planta.e ec2_ 

n8icas, procurando a determinação de novos hospedeiros prin: 

cipalmente entre as nossas plantas nativas e finalmente, ve=

rificar a possibilidade do emprego da sorologia como método 

auxiliar para a especificação de �ªphaseolorum e de outros 

fungos pertencentes ao gênero Ascochyta, .. 

Nos diversos ensaios realizados verifioou=se 

que embora haja uma variação bastante grande no grau de es=

porulação das diversas cepas utilizadas 8 o meio de grios es=

terilizados de Azuki (Phaseolus angularis Kaw.)é bastante a=

dequado para esporulação de �.phaseolorum. A melhor tempera=

tur� para o desenvolvimento vegetativo do fungo situ�=ee ao 

redor de 24
°
c. o crescimento é paralizado a 3

°
c e o pâtógeno 

.perde a viabilidade a 33
°
c. o aspecto cultural do mi�torganl!. 

mo se modifica com a variação da temperatura e a malho-� t$m=

peratura para esporulação do fungo situa=se ao redor de 21
°
c

e 24°c. A temperatura de 21°c foi mais adequada para � ger� 

nação dos conídios. Quando o fungo foi submetido a alternin=

eia de temperaturas i enquanto que períodos curtos de temper� 

turas, inferiores ao ótimo, estimularam o crescimento 6 tem=
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Para os estudos comparativos entre os sinto=

mas induzidos em berinjela por �.phaseolorum e por t, .. y�il:iil"Bf!l. 

foram inoculadas diversas variedades em condições de 1�tora=

tório e de casa de vegetação p empregando=se diferente�-tien.!, 

cas de inoculação. Estes estudos confirmaram a hipótese de 

que a semelhança entre estes pode levar a confusões entre as 

duas doenças. Entretanto 6 foram anotadas certas diferenças 

sintomatológicas que podem auxiliar as diagnoses de campo/> O 

estudo sintomatológico permitiu também caracterizar a doença 

em diversas plantas de interesse econômico tais com: algodão, 

feijão, feijão vagem, pimentão 0 quiabou tomate e alcachofra Q

A importância econômica da ascoquitose em nosso meio @ para 

cada uma das culturas estudadas, foi comentada. 

Através de inoculações em estufa a patogenici 

dade de �ºphaseolorum foi estudada para 32 espécies üativas� 

pertencentes a 14 famílias botânicas diferentesu tendo=se ve 

rificado a existênciau em nosso meiou de um grande número de 

hospedeiros que podem manter elevado o nível de inóculo em 

condições de campo. Em face a estes resultados, como �a me=

didade ordem prática para o controle da doençau em condições 

de campov foi sugerida a limpeza cuidadosa do terreno 0 no que 

se referere às ervas nativas, principalmente quando este se 

destina ao cultivo de feijão vagem, quiabo e berinjela 0 plan, 

tas altamente suscetíveis à �.phaseolorum. 

Para os estudos sorológicos o anti=soro foi 

obtido pela imunização de coelhos através de injeções de s�,t 

pensões de esporos por via intramuscular 9 tendo sido estabe� 

lecida uma metodologia para estudos sorológicos de �.phase2"" 

lorum e outros fungos do gênero Ascochyta. Após o emprego de 



diversos processos, visando a obtenção de antígenos paEa as 

reaçoes sorológicas 9 foi considerado como mais adequado o ffli 

todo de extração a partir dos conídios utilizando=se uma s2 

· lução de ácido acético a 0,03N. Testes sorológicos de dupla

difusão em ágar, associados a ensaios de patogenicidadE!l; de=

monstraram a alta especificidade do anti=soro preparad9& As

técnicas sorológicas foram consideradas corno promissoras, P2

dendo ser empregada como métodos auxiliares para a identifi=

caçao de �.phaseolorum 

ro Ascochytaº

e especificação de fungos do gêne=

120 
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Physiological and serological studies on Ascochyta.phaseolorum 

and on the disease caused in egg=plant (Solanum melongena) 

and in other economic plants 

The object of this paper was the following : 

1) to contribute toward a better knoledge of some 

physiological aspects of Ascochyta phaseolorum,2)to establish 

the differences between the symptoms induced in egg=plant by 

that pathogen and by Phomopsis vexans, 3) to study some 

aspects of the symptomatology of �.phaseolorum on other 

economic pla.nts and to determine new hosts, principally on 

native plants, and 4) to verify the possibility of employing 

serology as an auxiliary method for the specia.tion 

�.phaseolorum and of other fungi of the genus Ascochytao 

of 

It was found in several tests thatu while 

there is considerable variation in the degree of sporulation 

of the samples used, the media of autoclaved seeds of azuki 

(Phaseolus angularis Kaw) was suitable for the sporulation 

of �.phaseolorum. The best temperatura for the myeelial 

development of the fungus was around 24
°

c. Growth stopped a.t

3
°
c and the pathogen lost viability at 33

°
c& The cu1�1 

aspect of the microorganism changed with the variation of 

the temperature and the best temperature for sporulati�n was 

between 21
°
c and 24

°
c. Conidia germinated best 21

°
c. Short 

periods of temperatures below optimum stimulated growth 

whereas high. temperatures seemed to inhibit growth of the 

funguse 
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Ernploying differnt techniques, severa! egg-= 

-plant varieties were inoculated in laboratory and greenhouse

conditons for comparative studies of the symptoms induced in 

egg-plant by �.phaseolorurn and by �.vexans. It was shown that 

the sirnilarity of the symptorns rnight lead to mistakes .betweem 

the two diseases, However, certain differences were .noted 

that rnight help fie�d diagnosis. The diseaàe was characterized 

by symptornatological studies in several economic plants,such 

as: cotton, bean, green bean, peppers, okra, tomato and 

artichoke. The econornic importance of ascochytosis in são Pa� 

lo 6 for each. of the cultures, was discussed. Pathogenecity 

of �ºphaseolorurn was studied by inoculating in the greenhouse 

32 native species of weeds frorn 14 different botanic familie� 

verifying the existance of a large number of hosts able to 

maintain a high level of inoculum in field conditions. As a 

practical means of control of the disease in field conditions, 

carefl weeding of the soil was suggested & principally when 

planting green beans, egg-plant and okra, which are highly 

susceptible to the fungue. 

For serological studies, the antiserum was 

obtained by immunizing rabbits by intramuscular injections óf 

spore · suspensions. After employing several methods to obtain 

antigens for serological reactions, the best was considered 

the extraction from conidia, using a O, O 3N aceti•c acid 

solution, OUTCHERLONY double diffusion tests associated with 

pathogenicity assays showed the high specificity of the ant!_ 

serum prepared. Preliminary studies on the chemical nature 

of the antigens were developed, and the importance of 

polisaccharides was discussed. Finally, the serologicai 

techniques were considered promising as an auxiliary met.hod

for the identification of �.phaseolorwn and speciation of.

other fungi of the genus Ascochyta. 
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