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RESUMO

A cultura do pimentdo (Capsicum annum) tem uma expressdo significativa nos
cinturbes verdes de hortalicas ao redor de centros urbanos. Porém os problemas
fitossanitdrios, como em qualquer outro sistema de producgdo, sdo fatores limitantes de
produtividade. Dentre tais problemas € possivel destacar as podriddoes causadas por
Phytophthora sp. que podem causar sérios danos a raizes, caule e frutos do pimentdo. Assim
sendo, esta doenca exige a adocdo de um bom manejo fitossanitirio e para que o mesmo seja
mais eficiente € importante o diagndstico correto do patégeno. Com o objetivo de comprovar
a patogenicidade de quatro isolados fungicos em pimentdo, foi feito o isolamento a partir de
hastes, raizes, frutos e solo, de plantas com sintoma de murcha, em uma drea no municipio de
Uberlandia. As amostras de frutos e hastes apresentaram esporulacdo do fungo, e a partir
delas foram obtidos os indculos. Quando as plantas de pimentdo apresentaram uma média de
seis folhas, ocorreu a inoculagdo: 24 plantas (quatro tratamentos com seis plantas cada) foram
inoculadas com uma suspensao de zodsporos (utilizando pipetas), avaliando o comportamento
destas durante 18 dias. Ao final do periodo de avaliacdo todas as plantas apresentavam o
sintoma de murcha, grande porcentagem das plantas estavam mortas e apresentavam
esporangios nas hastes das plantas. Comprovou-se que todos os isolados pertencem ao género

Phytophthora, sendo estes patogénicos ao pimentao.

Palavras-chave: isolados; doenga; planta; murcha-de-fitéftora.
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1 INTRODUCAO

Os navegadores de Portugal e da Espanha que descobriram o “novo mundo”, também
fizeram a descoberta de muitas plantas que hoje sdo cultivadas mundialmente, entre elas as
pimentas e os pimentdes. As rotas de navegacio no periodo de 1492-1600 permitiram que as
espécies picantes e doces de pimentas e pimentdes viajassem o mundo (OLIVEIRA et al.,
2000).

As pimentas e os pimentdes pertencem a familia Solanaceae e ao género Capsicum.
Este género possui de 20 a 25 espécies, normalmente classificadas de acordo com o nivel de
domesticacdo. Dentre essas espécies podemos destacar a Capsicum annuum var. annuum, que
€ a espécie mais conhecida e difundida no mundo (OLIVEIRA et al., 2000).

O pimentdo € uma planta perene, porém cultivada como anual. Os trabalhos
publicados sobre a cultura do pimentao, nas condic¢des brasileiras, sdo encontrados em menor
nimero, em relagdo ao tomate e a batata, em razdo da menor profundidade desta abordagem
(FILGUEIRA, 2003a).

Sob o contexto de fitotecnia na cultura do pimentdo, existem diversas doencas que
podem ser causadas por fungos, bactérias ou virus. Destacando-se: tombamento (Pythium
spp., Phytophthora spp. e Rhizoctonia solani), murcha de fitéftora e requeima (Phytophthora
capsici), cercosporiose (Cercospora capsici), antracnose (Colletotrichum spp.), oidio
(Oidiopsis taurina), murcha bacteriana (Ralstonia solanacearum), mancha bacteriana
(Xanthomonas campestris pv. vesicatoria), vira cabeca (TSWV, GRSV, TCSV, CSNV),
mosaico (PVY e PepYMV) (KUROZAWA et al., 2005).

A murcha de fitéftora (Phytophthora sp.) em pimentdo, ¢ uma doenca altamente
destrutiva em condi¢des de alta umidade do ar e solo, atacando as plantas em qualquer fase do
seu desenvolvimento. O prejuizo € elevado porque o patdgeno ataca a regido do colo e das
raizes, provocando murcha e morte das plantas em poucos dias. Em condi¢des de alta
umidade, pode causar necrose com rdpido desenvolvimento em folhas, frutos e hastes. Todos
os tecidos colonizados apresentam desenvolvimento esbranqui¢ado, cotonoso, constituido de
esporangioforos e esporangios do patdogeno. As lesdes sdo bem delimitadas, observando-se
nitida separacdo entre tecido doente e sadio. As variedades e hibridos mais plantados hoje sdao
suscetiveis a essa doenca (KUROZAWA et al., 2005).

Os métodos de controle para a murcha de fit6ftora sdo: uso de variedades nacionais

resistentes ja disponiveis; utilizagdo de sementes sadias; producdo de mudas em substrato



estéril; manutencao da mesma profundidade apds o transplante da muda; controle da irrigacdo
e da drenagem; ndo praticar amontoa; rotacdo de culturas com podceas (gramineas);
pulverizagao do coleto da muda por ocasido do transplante e, apds, com fungicidas sist€émicos
especificos (FILGUEIRA, 2003a).

O pimentdo geralmente € cultivado em cinturdes verdes ao redor de cidades pelos
pequenos produtores e, devido a falta de tecnologia aliada a precariedade de estrutura,
observa-se um aparecimento freqiiente de murcha nas plantas. Tal fato pode ser aliado a
irrigacdo, que em muitos casos ocorre por sulco, facilitando o carregamento de
esporangidsporos para outras plantas mais adiante na linha de cultivo.

A cultura do pimentdo tem forte expressdo nos cinturdes verdes ao redor de centros
urbanos, e como tal requer produtividades elevadas para suprir a demanda do mercado. Porém
sua produtividade € afetada por problemas fitossanitarios, principalmente pela murcha de
fitoftora.

O presente trabalho teve como objetivo isolar e testar a patogenicidade de quatro

isolados de Phytophthora, obtidos em um plantio comercial de pimentdo em Uberlandia.



2 REVISAO DA LITERATURA

O pimentdo tem porte arbustivo, com caule semilenhoso, que pode ultrapassar um
metro de altura. As raizes atingem até um metro de profundidade, havendo pouco
desenvolvimento lateral. Suporta uma carga leve de frutos, mas exige tutoramento quando a
produtividade é elevada. As flores sdo isoladas, pequenas e hermafroditas. E uma planta
autégama, embora a taxa de cruzamento possa ser elevada, dependendo da agcdo de insetos
polinizadores (FILGUEIRA, 2003b).

A planta de origem tropical desenvolveu-se produzindo melhor sob temperaturas
relativamente elevadas ou amenas, sendo intolerante a baixas temperaturas e a geada. A
termoperiodicidade didria — uma diferenca em torno de 6° C entre as temperaturas diurnas e
noturnas — beneficia a cultura. Baixa temperatura, um fator climético limitante a cultura do
pimentdo, quando ocorre no solo, dificulta o desenvolvimento inicial da planta (FILGUEIRA,
2003b).

O plantio feito na primavera — verdo, pode se estender ao longo do ano em regides de
baixa altitude, com inverno ameno. O cultivo no outono — inverno permite a colheita em
época de entressafra, com precos mais elevados. A cultura do pimentdo € uma das olerdceas
mais beneficiada pelo cultivo em estufa (FILGUEIRA, 2003b).

Os frutos em si podem ser quadrados ou cOnicos, 0s primeiros possuem em média
10-12 X 9-11 cm, e os segundos 12-18 X 6-9 cm. Os frutos possuem coloracdo verde,
amarelo esverdeado e verde amarelado, quando imaturos, e vermelho, amarelo alaranjado,
marfim, roxo, marrom escuro, quando maduros (OLIVEIRA et al., 2000).

No que diz respeito aos tratos culturais, deve-se preferir terrenos com solos profundos
e com boa drenagem, evitando solos “pesados” que ficam freqiientemente encharcados. Na
producdo de mudas, usam-se as bandejas de isopor, com solo ou substrato desinfetado, para
evitar a ocorréncia de tombamento. Geralmente sdo semeadas uma a duas sementes por
célula, as bandejas por sua vez devem ser protegidas do sol direto e de insetos pragas. Além
disso, as bandejas devem ser mantidas em temperatura ambiente, acima do solo, sob um
estrado telado de arame que possibilite claridade na superficie inferior, a fim de permitir que
as raizes nao se exponham e ndo sejam danificadas por ocasido do transplante (OLIVEIRA et

al., 2000).



No transplante, a transferéncia das mudas para o local definitivo de plantio deve
ocorrer quando elas tiverem de 4-6 folhas definitivas ou 10-15 cm de altura, que corresponde
a aproximadamente 40 dias apds a semeadura (OLIVEIRA et al., 2000).

Para uma produtividade esperada de 30.000 kg ha™ (correspondente a 3000 caixas K),
além de uma adubacio quimica pesada deve-se elevar a saturacdo por bases a 70 % e o teor de
magnésio do solo a um minimo de 1,0 cmol, dm™. Aplica-se uma adubacdo organica 30 dias
antes do plantio de 25 t ha de esterco de curral curtido ou de composto orgnico, ou 5 t ha™
de esterco de aves curtido, ou 2,5 t ha! de torta de mamona fermentada (CASALI et al.,
1999).

A irrigacdo pode ser por gotejamento, aspersao ou sulco, e deve manter o solo junto as
raizes com 80 % ou mais de dgua util. Deve-se manter esse teor elevado de dgua ao longo do
ciclo cultural, especialmente durante a frutificacdo e colheita. No entanto a drenagem deve ser
assegurada, evitando excesso de dgua no solo, o que favorece a podridio do colo
(FILGUEIRA, 2003Db).

A cultura do pimentdo, como outras solanidceas, também estd sujeito a problemas
fitossanitarios como doengas, das quais se destacam:

e Mosaico Y: causada por um virus (PVY — Potato Virus Y), era a doenga mais
grave na cultura do pimentdo, e com o melhoramento genético foi
desenvolvidas variedades resistentes tirando tal doenca do contexto primdrio
de patégenos do pimentao (FILGUEIRA, 2003b).

e Podriddo do colo: também conhecida como murcha de fit6ftora, € causada pelo
fungo Phytophthora, e caracteriza-se pela podridao escura do colo, ao redor do
caule e ao nivel do solo. Também ha podriddo das raizes ocorrendo murcha
repentina da planta (FILGUEIRA, 2003b).

e Antracnose: causada pelo fungo Colletotrichum gloesporioides. Afeta os
frutos, causando grandes lesdes circulares, deprimidas, de contorno bem
definido, inicialmente sdo aquosas e tornam-se escuras, afetando frutos em
maturacdo ou maduros (FILGUEIRA, 2003b).

e Cercosporiose: uma doenca fingica foliar comumente encontrada em
pimentdo, causada pelo agente Cercospora capsici, caracterizando-se por
lesdes aquosas, translicidas, de coloragdao verde-escura. Dependendo da

intensidade, pode ocasionar desfolha na planta (FILGUEIRA, 2003b).



10

Dentre as doengas enumeradas acima, observa-se em especial a podriddo do colo ou
murcha de fitéftora, causada pelo fungo Phytophthora, tem como forma de sobrevivéncia
obsporos e clamidésporos (Figura 1), e como principais formas de disseminacdo a

impregnacgdo a implementos agricolas e dgua de irrigacdo (ZAMBOLIM et al., 1997).

Figura 1 — Ilustragdo das estruturas de Phytophthora ao microscopio. A — Clamidésporo e B —

OéSpOI‘O. (Fonte:http://wpcontent.answers.com/wikipedia/commons/thumb/f/fe/Phytophtora_reproduction.png/565px-
Phytophtora_reproduction.png)

O patdgeno produz esporangios ovalados (Figura 2), papilados e incolores, medindo
50-30 pm, no interior dos quais formam-se zodsporos (Figura 2) que sdo esporos desprovidos
de parede celular que se deslocam no meio pela atividade de flagelos, em nimero de dois,
sendo um em forma de chicote e o outro em forma de escova. A sobrevivéncia do patégeno
pode ocorrer via zodsporos encistados, odsporos e principalmente clamiddsporos, que sdao
esporos assexuados de parede dupla e lisa com até 2 pm de espessura, esféricos ou raramente
elipséides, formados diretamente de uma célula de hifa vegetativa em posi¢do terminal ou
intercalar, e se comportam como esporos de resisténcia podendo permanecer no solo por
longos periodos. Os clamidésporos, quando em contato com 4gua, germinam para produzir
esporangios e liberar zodsporos, servindo assim como principal fonte de indculo para a

infec¢do de raizes de plantulas em plantios subsequentes (KUROZAWA et al., 2005).
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Figura 2 — Ilustragdo das estruturas de Phytophthora ao microscopio. A — Esporangio e B —

ZO()SPOI'O. (Fonte:http://wpcontent.answers.com/wikipedia/commons/thumb/f/fe/Phytophtora_reproduction.png/565px-
Phytophtora_reproduction.png)

Os zod6sporos produzidos sdo atraidos pelas novas raizes, especialmente na regidao de
elongacdo onde nutrientes sdo exsudados. Apds o contato com as raizes, zodsporos encistam,
germinam e infectam novas raizes mantendo-se no solo por repetidas infeccoes. O ciclo pode
se repetir tantas vezes quantas as condi¢Oes predisponentes e tecidos susceptiveis estejam
disponiveis. Uma vez que o fungo penetrou na ponta da raiz, a infec¢do progride até o cortex,
dai resultando em podridao das radicelas e de todo sistema radicular (SILVA, 2001).

Na regido do colo da planta, devido a presenca de umidade e muitas vezes de
ferimentos causados por méquinas e ferramentas na ocasido dos tratos culturais, surgem
manchas de aspecto aquoso, que podem chegar a envolver todo o tronco com tecido
apodrecido. As lesdes no caule também podem aparecer na drea da coluna dos frutos, que
caem prematuramente, ocorrendo, entdo, o tombamento do topo da planta (OLIVEIRA et al.,
2000).

O fungo Phytophthora pode atacar plantas de pimentdo em qualquer estddio de
desenvolvimento. Em plantas adultas, provoca podriddo do colo e das raizes, provocando
murcha de toda parte aérea e morte. Em condi¢des de alta umidade, pode causar necrose com
rapido desenvolvimento em folhas, frutos e hastes. Todos os tecidos colonizados apresentam
desenvolvimento esbranquigcado, cotonoso, constituido de esporangiéforos e esporangio do
patdgeno. As lesdes sdo bem delimitadas, observando-se nitida separacao entre tecido doente
e sadio (KUROZAWA et al., 2005). O fungo tem como condi¢des favoraveis temperatura de
16 a 20° C, alta umidade e alta densidade de plantas (ZAMBOLIM et al., 1997).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta das amostras

A coleta das amostras foi feita observando plantas de pimentdo com sintomas € sinais
do patégeno (Phytophthora sp.), em uma drea de producio de aproximadamente 2.000 m’ na
regido de Uberlandia, onde a irrigacdo € feita pelo método de sulcos.

Os materiais doentes coletados se encontravam dispostos nas linhas de pimentido da
seguinte forma: o primeiro no ter¢o superior no fim do sulco, e outro no ter¢o inferior do
quinto sulco abaixo da primeira amostragem (Figura 3). Nos dois locais da amostragem foram

coletados frutos, hastes, raizes e solo.

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX
XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX
XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXKX

Figura 3 — Ilustrag¢do dos pontos de coleta das amostras no campo.

Nas amostras frutos, hastes foram evidenciadas esporulacdo pela andlise visual do
material, o solo foi coletado ao redor da planta; as amostras foram embaladas em sacos
plasticos e, em seguida, levados para o Laboratério de Virologia Vegetal e Fitopatologia

(LAVIV), do Campus Umuarama, pertencente a Universidade Federal de Uberlandia.

3.2 Isolamento do fungo

Para o isolamento do fungo usou-se o meio seletivo PARPH de acordo com (Mitchell;
Kannwischer-Mitchell, 1992), contendo CMA (infusdo de fubd), pimaricina, ampilicina,
rifampicina, pentacloronitrobenzeno e hymexazol. O meio foi vertido em placas de Petri e

conservado no escuro até o seu uso.
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Pelo fato de terem sido feitas duas coletas em diferentes locais da area, conduziu-se
dois grupos de placas para o isolamento. As amostras de raizes, hastes e frutos sofreram uma
pequena remogao de tecido superficial nos locais das lesdes, desinfetadas em dlcool 70% e
plaqueadas em PARPH. O solo foi diluido na propor¢ao 1:10 em 0,1% Agar-dgua, e aliquotas
de 1 mL foram plaqueadas no mesmo meio. Quarenta e oito horas apds o plaqueamento de
amostras de solo, raizes, hastes e frutos, o crescimento fungico foi observado nas placas com
tecido de hastes e frutos. Quatro isolados foram obtidos e repicados para placas contendo o

meio CMA.

3.3 Producao das plantas de pimentiao

Para testar a patogenicidade do fungo Phytophthora sp., foram semeadas em substrato
(Bioplant), trés sementes de pimentdo por copo (200 mL), as plantulas foram desbastadas
para que no final restasse apenas uma muda por copo. O teste foi composto por quatro
isolados, em seis repeti¢des, totalizando vinte e quatro copos. O delineamento experimental

foi Inteiramente Casualizado (DIC).

3.4 Preparo do indculo e inoculacao

Com o objetivo de produzir esporos dos isolados flingicos para a inoculacdo, foi
preparado o meio de cultura liquido V8, que contém suco de oito vegetais, clarificado com
carbonato de cdlcio, vertidos para placas de Petri. Em cada placa foram colocados trés discos
de cinco mm de didmetro, retirados das margens de col6nias em pleno crescimento nas placas
com meio CMA. As placas foram levadas a incubadora, onde foram mantidas no escuro sob
uma temperatura de cerca de 25°C, sendo utilizadas cinco placas para cada isolado.

Uma semana ap0s a repicagem foi observado o crescimento dos isolados fungicos € o
meio liquido das placas foi retirado e substituido por dgua destilada autoclavada. Em seguida,
as placas foram colocadas sobre a bancada do laboratério sob iluminagdo constante, para
formacdo de esporangidsporos.

Quatro dias apds a exposi¢do a luz, as placas foram levadas a geladeira por trinta

minutos para estimular a forma¢do dos zodsporos. Depois que as placas foram retiradas da
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geladeira e observada a liberacdo de zodsporos, o seu conteido foi colocado em quatro
béqueres, um correspondente a cada isolado.

Uma aliquota da suspensao de zodsporos foi retirada e levada ao microscépio para
contagem e quantificacao total nos béqueres. Depois de estimado o nimero de zodsporos, foi
calculada a quantidade necessdria para a inoculagdo com 50.000 zodsporos por planta.

Para a inoculagdo, foram selecionadas e identificadas seis plantas por isolado e seis
testemunhas. Os copos foram colocados em bandejas que foram cheias de dgua até o nivel
superior do substrato, antes da inoculagdo. Com uma pipeta, inoculou-se a suspensiao de
zo6sporos proxima ao colo de cada planta e, em seguida, a 4gua das bandejas foi lentamente
drenada favorecendo a movimentacdo dos zodsporos até as raizes. A bandeja com as seis
testemunhas também foi cheia de dgua e depois drenada, porém nao sofreu inoculagdo com a
suspensdo de zodsporos. A inoculagdo ocorreu 30 dias apds a semeadura, onde as plantas

encontravam-se aproximadamente com seis folhas definitivas.

3.5 Avaliacao

A avaliacdo foi feita diariamente durante 18 dias, as varidveis analisadas foram os
sintomas de murcha e morte, e o tempo (em dias) para a ocorréncia do mesmo.

Com os resultados obtidos foram calculadas as curvas de progresso de murcha e de
morte para cada isolado, bem como as respectivas dreas abaixo da curva de progresso de

murcha (AACPMurcha) e de morte (AACPMorte).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O isolado obtido de pimentdo pertence ao género Phytophthora, devido a observacao
ao microscopio de esporangios, a formacao e liberacdo de zodsporos, e a utilizacdo do meio

seletivo PARPH.

4.1 Evolucao da doenca nas plantas inoculadas

A evolucdo do quadro de patogenicidade foi acompanhada em duas etapas, o sintoma

de murcha seguido pela morte das plantas.

4.1.1 Murcha das plantas

O sintoma de murcha € um dos primeiros sintomas causados pelo fungo Phytophthora
sp. em plantas de pimentdo. As primeiras plantas com sintomas de murcha foram observadas
quatro dias apds a inoculagdo. Contudo, ao final do décimo dia de avaliacdo foi constatado
que todas as plantas apresentavam sintomas de murcha, evidenciando a alta patogenicidade

dos isolados (Figura 4).

/ == Testemunha

lsolado 1

3 y Y

) / —<Isolado 2
/ / == |solado 3

1 .

{ :\ == |solado 4
0 -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Plantas Murchas

Dias

Figura 4 — Evolucdo da murcha nas plantas de pimentao inoculadas com quatro isolados de
Phytophthora sp.
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A Area Abaixo da Curva de Progresso da Murcha (AACPMurcha) representa a
agressividade da doenca provocada por cada isolado. A Figura 5 mostra os valores

AACPMurcha de cada isolado.

50
45
40
s 35
¢ 30
3
= 25
S
:E 20
15
10
5
0
lsolado 1 Isolado 2 Isolado 3 lsolado 4 Testemunha
Isolados

Figura 5 — Area Abaixo da Curva de progresso da Murcha das plantas inoculadas com os
isolados de Phytophthora sp.

Observa-se que o Isolado 3 foi o que apresentou maior agressividade quanto a murcha
das plantas, seguido pelo Isolado 1, Isolado 4 e Isolado 2 respectivamente. A maior
agressividade do Isolado 3 se deve ao fato de mais mudas terem sido afetadas pelo patégeno
em um menor tempo, isto €, as seis mudas apresentaram murcha em um intervalo de 3 dias
(dias 4 a 6). Em contrapartida, o Isolado 2 causou murcha a partir do sexto dia e demorou

cinco dias para que todas as seis plantas apresentassem o sintoma de murcha.

4.1.2 Morte das plantas

De acordo com Kurozawa et al. (2005), a infeccdo pelo fungo Phytophthora sp. pode
causar morte em mudas de pimentdo. A partir do sétimo dia apds a inoculacao do fungo foram
detectadas plantas mortas. No décimo sexto dia de avaliacdo todas as plantas dos isolados 1 e
3, cinco do isolado 4 e trés do isolado 2 estavam mortas (Figura 6). O tratamento testemunha

(sem inoculacio) apresentava todas as plantas vivas.
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Figura 6 — Evolu¢do da morte de plantas de pimentdo inoculadas com quatro isolados de
Phytophthora sp.

A Area Abaixo da Curva de Progresso da Morte (AACPMorte) representa a

agressividade da doenca provocada por cada isolado (Figura 7).
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Figura 7 — Area Abaixo da Curva de progresso da Morte das plantas inoculadas com os
isolados de Phytophthora sp.

Nota-se com esses dados que o Isolado 1 foi o mais agressivo quanto a capacidade de
provocar morte nas plantas, seguido do Isolado 3, Isolado 4 e Isolado 2 respectivamente. O
Isolado 1 foi o mais severo porque causou a morte de maior nimero de plantas em menor

intervalo de tempo (seis plantas mortas do sétimo ao décimo dia apds a inoculacdo). O Isolado
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3 causou a morte também das seis plantas, porém em seis dias a partir do oitavo dia apds a
inoculagdo. O Isolado 4 causou a morte de cinco plantas em oito dias a partir do nono dia apds
a inoculagdo, enquanto o Isolado 2 causou a morte de apenas trés plantas em dois dias a partir
do décimo dia apds a inoculagio.

De acordo com Pinhal (2009), avaliando o patossistema mamoeiro-Phytophthora sp., a
infec¢do pelo fungo Phytophthora sp. pode causar murcha seguida de morte. Ainda, Silva
(2001) relata que a avaliagdo, durante 7 a 14 dias, da sobrevivéncia de plantas de mamoeiro
de um més de idade, inoculadas com uma suspensao de zodsporos, ¢ um parametro bastante
confidvel para comprovar a patogenicidade de Phytophthora sp. a0 mamoeiro.

Aos 18 dias de avaliacdo foi possivel a visualizacdo de lesdes nas raizes e hastes, além
de esporangios nas hastes das plantas de pimentdo. Observou-se que os isolados mais severos
quanto a murcha nas plantas foram também os mais severos quanto a morte destas.

Apesar das mesmas condicdes de manejo e inoculacdo feitas aos quatro isolados,
houve diferenca na viruléncia entre eles, indicando diferencas genéticas entre os isolados

desta espécie.
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5 CONCLUSOES

Todos os isolados flingicos pertencem ao género Phytophthora.
O Isolado 1 apresentou maior agressividade da doenca seguido pelo Isolado 3,

enquanto os Isolados 2 e 4 apresentaram agressividade intermedidria.
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