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CARACTERIZACAO MORFOLOGICA, MOLECULAR E SENSIBILIDADE A
FUNGICIDAS DE ISOLADOS DE Colletotrichum spp. ASSOCIADOS A
GOIABEIRA

RESUMO - Fungos do género Colletotrichum causam infec¢cdes em pré e
pés-colheita em frutos de goiabeiras, causando prejuizos significativos. Neste estudo
foram avaliados 26 isolados de Colletotrichum oriundo de frutos de goiabeiras com
sintomas de antracnose, de diversos municipios do estado de S&o Paulo, com
caracterizacdo morfologica de conidios e apressorios, caracterizacdo molecular com
PCR espécie-especifica e avaliagdo in vitro quanto a sua sensibilidade aos
fungicidas tiofanato-metilico, trifloxistrobina e tebuconazole. Os resultados foram
submetidos a analise de variancia e teste de Scott-Knott, Tukey, a 5% de
probabilidade e IC50. Os isolados avaliados apresentaram alto polimorfismo, sendo
C. gloeosporioides a espécie predominante. Outras espécies foram também
encontradas. Os isolados, na sua maioria foram altamente sensiveis a tebuconazole
e insensiveis a trifloxistrobina e tiofanato-metilico, in vitro. Revisdo das estratégias
de controle da doenca fazem-se necessérias, sendo discutidas no presente trabalho.
Palavras-chave: Psidium guajava, apressoério, morfologia, controle quimico



MORPHOLOGICAL, MOLECULAR CHARACTERISATION AND SENSITIVITY TO
FUNGICIDES OF Colletotrichum spp. ISOLATES ASSOCIATED WITH GUAVA

ABSTRACT: Fungi of the genus Colletotrichum cause infections in pre and
post harvest in fruits of guava trees, causing significant losses. This study evaluated
26 isolates of Colletotrichum from guava fruits with symptoms of anthracnose from
several municipalities in the state of Sdo Paulo, with morphological characterization
of conidia and apressoris, molecular characterization with species-specific PCR and
in vitro evaluation of their sensitivity to the thiophanate-methyl fungicides,
trifloxystrobin and tebuconazole. The results were submitted to analysis of variance
and Scott-Knott's test, Tukey, at 5% probability and IC50. The evaluated isolates
showed a high polymorphism, being C. gloeosporioides the predominant species.
Other species were also found. The isolates were mostly highly sensitive to
tebuconazole and insensitive to trifloxystrobin and thiophanate-methyl in vitro.
Review of disease control strategies are necessary, being discussed in the present
work.

Key words: Psidium guajava, appressory, morphology, chemical control



1. INTRODUCAO

O Brasil € o terceiro maior produtor de frutas, superado apenas por China e
india (Reetz, 2015). Dentre essas frutas destaca-se a goiaba, cujo pais constitui-se
no oitavo maior produtor mundial (Gill, 2016). No Brasil, as maiores producgdes
concentram-se nas regides sudeste (47%) e nordeste (42%), com destaque para 0s
Estados de Sdo Paulo e Pernambuco, responsaveis por 67,3% da producdo
nacional (Rozane, 2017).

O crescimento da comercializacao de frutos de goiabeira esté intrinsecamente
ligado a qualidade destes e ao aumento de sua vida pos-colheita. Entretanto, por ser
um fruto perecivel e de casca muito fina e sensivel, enfrenta varios problemas
fitossanitarios, especialmente na fase de poés-colheita. Muitos microorganismos,
como fungos, sdo capazes de causar infeccbes nessa fase e também em pré-
colheita. Tais infeccbes mantém-se, na maioria das vezes, como quiescentes, com
0s sintomas aparecendo nos dias subsequentes a colheita, as vezes ja nas
prateleiras.

Dentre as doencas que tém ocasionado impacto negativo a producédo e a
comercializacdo dos frutos de goiabeira, destaca-se a antracnose, causada pelo
fungo do género Colletotrichum, com a espécie C. gloeosporioides, predominante no
Estado de Sao Paulo (Pereira, 2009; Pereira, 2016). Frutos infectados, quando
sintoméaticos, exibem manchas marrom escuras, levemente circulares e deprimidas,
cujo centro pode apresentar massa de coloracdo alaranjada contendo esporos
fungicos, que, também, podem progredir para o interior da polpa, causando o seu
apodrecimento (Hernandes e Mendes, 2003; Pereira, 2016). Entretanto, outras
espécies como C. asiaticum, C. fructicola, C. tropicale, C. siamense, C. karstii e C.
musae ja foram descritas causando sintomas de antracnose em frutos de goiabeira e
outras frutiferas (Lima et al. , 2015 e Pereira, 2016).

Vale ressaltar, que varios estudos de avaliagbes morfologicas ja foram
desenvolvidos para o melhor conhecimento do agente etiolégico de antracnose em

goiabeira, como os de Pereira (2009) e Pereira (2016), e mesmo o desenvolvido por



Stracieri (2015), onde foram contempladas apenas a determinacdo das dimensdes
dos conidios, porém ndo de apressorios, uma estrutura de grande importancia no
processo de infeccao.

A ocorréncia de duas ou mais espécies de Colletotrichum parasitando um
mesmo hospedeiro, devido diferencas epidemioldgicas intrinsecas, pode dificultar o
controle da antracnose. Dessa forma, estudos de caracterizagcdo baseados na
integracdo de métodos taxondmicos sdo fundamentais para a identificacdo dos
possiveis agentes causais (Tozze Junior et al. ,2015).

Sintomas de antracnose sao rotineiramente constatados em todas as
variedades de goiabas. Em vista disso, o controle da doenca é baseado no manejo
cultural, com podas de limpeza, eliminacdo de frutos doentes e aplicacdo de
fungicidas protetores e mesostémicos/sistémicos, visando a protecdo ou a
erradicacao de infec¢Bes recém-estabelecidas (Hernandes e Mendes, 2003).

Nos ultimos anos, tem-se verificado que o controle aplicado ndo tem
proporcionado o nivel desejavel, especialmente em areas de elevado nivel de
in6culo e de condi¢cdes muito favoraveis aos patdgenos, como elevada umidade,
temperaturas moderadas e chuvas prolongadas (Lopes et al. , 2015).

Devido a suscetibilidade dos frutos e condicbes ambientais favoraveis ao
patégeno, por longos periodo do ano, frequentemente, sdo usados de forma
recorrente e repetidamente, fungicidas mesostémicos/sistémicos, ampliando as
chances de selecéo de isolados de Colletotrichum resistentes aos grupos quimicos
utilizados. Essa condicdo apontada constitui-se em fator que leva a vulnerabilidade
das moléculas quimicas, tonando menos eficientes com o uso continuo e repetido
(Brent e Hollomon, 2007).

Em vista disso, 0s objetivos desse estudo foram: (i) caracterizar
morfologicamente conidios e apressorios de Colletotrichum spp. associados a
sintomas de antracnose em frutos de goiabeira, no Estado de S&o Paulo, (ii)
identificar, por meios de marcadores especificos, as espécies de Colletotrichum spp.
associadas aos sintomas de antracnose em frutos de goiabeira no Estado de Sé&o

Paulo e, (iii) avaliar a sensibilidade “in vitro” de isolados de Colletotrichum spp.



associados a sintomas de antracnose em goiabeira aos fungicidas tebuconazole,

trifloxistrobina e tiofanato-metilico.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 — Goiabeira (Psidium guajava) X Antracnose

A goiabeira é uma planta originaria de regides de clima tropical da América
Central, bem adaptada ao clima tropical e subtropical de altitudes de até 1.600
metros, de porte arboreo, podendo crescer até 10 metros. Possui sistema radicular
profundo, seu tronco é delgado com uma casca do tipo escamosa, de coloracao
marrom, e seus ramos possuem a forma quadrangular. Suas folhas sdo simples,
opostas, 7-15 cm de comprimento e 3-5 cm de largura, que variam em formas ovais
a oblongo-elipticas com peciolos curto e liso e flores do tipo perfeita. O periodo de
floracdo varia com as condi¢des climaticas; em regifes tropicais podem florescer e
frutificar durante o ano todo (Almeida et al. , 2015; Gill, 2016).

A goiabeira origina um fruto muito apreciado e de grande valor nutricional, a
goiaba, rica em vitaminas A, B, C e E, minerais como calcio, fésforo e ferro, os quais
sdo de extrema importancia para quem a consome, seja in natura, como também em
alimentos processados como sucos, geleias e doces (Silva et al. , 2016).
Pertencente a familia Myrtaceae, a goiaba assim como noz moscada, cravo da india,
eucalipto que fazem parte dessa familia, sdo de grande importancia comercial (Gill,
2016).

Além das vitaminas e minerais, a goiaba possui aplicacbes medicinais com
acdo antibacteriana, anti-inflamatéria, anti-malaria, antidiarreico e anti-reumatico,
ademais compostos bioativos como compostos fendlicos e carotenoides com acgao
antioxidantes. Contudo, ressaltam-se que caracteristicas quimicas, fisicas e
organolépticas podem variar com a cultivar, condigcbes adafoclimatica, praticas de
manejo, estadio de maturacdo, da conservacao pos-colheita, dentre outras (Silva et
al. , 2016).

Atualmente, as variedades mais cultivadas no Brasil, como a Paluma,
Tailandesa, Cortibel e Kumagai, sdo destinadas para a mesa e processamento
industrial, tanto na producédo de polpas quanto nas famosas goiabadas, tao classicas

e de grande importancia aos saberes e tradicfes populares brasileiros. Parte desta



producdo tem sido exportada, com indicacdes claras da importancia pela demanda
internacional (Belarmino, 2015; Flori, 2016; Gill, 2016).

O Brasil est4 entre os paises de maior producdo de frutas, considerado o
terceiro maior produtor, excedido apenas por China e india (Reetz et al. ,2015). Em
frutiferas como goiabeira, equivale ao oitavo produtor, com producdo em 2016 de
414.960t, tendo as regides do sudeste (47%) e nordeste (42%) as mais produtoras
do pais. Os Estados de S&o Paulo e Pernambuco sédo responsaveis por 67,3% da
producdo nacional, com area colhida de 4.808 ha e 4.047 ha, respectivamente
(IBGE, 2016; Rozane, 2017).

No contexto de exportacdo, a goiaba ocupa o décimo sexto lugar, cujo volume
ainda é muito baixo, limitado por problemas fitossanitarios nas fases de pds-colheita
(Reetz et al. , 2015). Essas problemas advém das podriddes ocasionadas por
microrganismos em estado quiescente, nas fases de desenvolvimento dos frutos, ou
subsequentemente nas etapas de colheita, transporte, armazenamento e
comercializacao (De Silva et al. , 2017; Oliveira et al. , 2018).

Antracnose € a denominacao genérica dos sintomas causados por fungos do
género Colletotrichum. Quase sempre os sintomas oriundos pelas cerca de 600
espécies de fungos do género Colletotrichum que resultam em sintomas tipicos da
doenca em folhas, flores, caules e frutos, com presenca ou sem a presenca de
massa conidial de cor alaranjada (Cannon et al. , 2012; Braganca 2016).

2.2. Colletotrichum: agente etiolégico de antracnose e controle

Colletotrichum é o agente etiolégico de antracnose, que frequentemente
causa infeccbes em pré e pos-colheita (Sutton,1992). As espécies C.
gloeosporioides e C. acutatum, ou o Complexo dessas duas espécies (Braganca et
al. , 2016), no contexto strictu senso, sdo 0s principais responsaveis pelos sintomas
de antracnose em goiaba (Nachtigal et al. , 2015). Contudo, outras espécies como
C. asiaticum, C. fructicola, C. tropicale, C. siamense e C. karstii podem apresentam a
mesma capacidade de causar infeccao (Lima et al. , 2015; Pereira, 2016).

Espécies de Colletotrichum possuem comportamentos Unicos e estratégias de

infecg@o que provavelmente podem ser assumidas por diferentes espécies dentro de



um mesmo complexo. No entanto, geralmente, em uma pré-infeccdo ocorre a
germinacao de conidio e formacéo de estruturas especializadas em infec¢cdo, como
apressorios, que facilitam o acesso na cuticula e parede celular epidérmica do
hospedeiro (De Silva et al. , 2017). Tal mecanismo é registrado inclusive em frutos
de goiabeiras acrescido de melanizacédo do apressorio (Moraes et al. , 2015), sendo,
classificado como hemibiotrofico, com uma fase inicial do tipo biotrofico, e outra
necrotrofica, intracelular, com formacdo de vesicula e hifas infeccdo para o C.
gloeosporioides (Moraes et al. , 2013, 2015). Em C. acutatum, todavia, o estilo de
infeccdo varia de hemibiotréfico a necroétréfico, de acordo com os hospedeiros
(Baronecelli et al. , 2017).

Os conidios de Colletotrichum séo epidemiologicamente importantes no
processo doenca. A dispersao dos conidios, a campo, da por meio de respingos
d’agua, a partir da chuva, orvalho ou irrigacdo por aspersdo. As condicdes
favoraveis para infeccdo sdo representadas por presenca de umidade, por pelo
menos 6 horas, temperaturas entre 20 e 25°C em condicdes in vivo e a 25 a 30°C,
no intervalo de 3 a 36h depois da inoculacdo in vitro (Guédez et al. , 2015; Moraes et
al. , 2015).

Os conidios, para o caso de C. gloeosporioides, apresentam coloracdo
hialina, tamanho variando 12-17 pm de comprimento e 3,5-6 um para largura e
formato reto, fusiforme, com 4pices afilados; reto, oblongo, com apices
arredondados; reto, clavado, afilado em uma extremidade e redonda na outra e reto,
com constricdo (Sutton, 1992; Silva, 2016).

Apressorio é uma estrutura formada pelos fungos fitopatogénicos que auxilia
a penetracdo mecéanica na superficie do hospedeiro (Moraes et al. , 2013). A cor e
forma dessas estruturas variam com a espécie do fungo, de coloragdo marrom,
marrom claro a marrom escura ou hialina, e o formato arredondado, lobado ou
levemente lobado, por vezes com uma extremidade pontiaguda, ovoide ou irregular
(Huang et al. , 2013; Silva, 2016).

Diferenciacdo entre espécies de Colletotrichum baseadas no hospedeiro de
origem, ou na sua gama de hospedeiros, pode nédo ser um critério confiavel para

fungos deste género, ja que podem infectar uma ampla faixa de hospedeiros, e, as



vezes, sem apresentar um comportamento fisiolégico Unico e especifico. Devido a
essa complexa situacdo, a combinacao espécies, hospedeiro envolvido e expressao
dos sintomas pode ser insuficiente para a definicdo taxon6mica do agente causal, e,
por conseguinte, a etiologia geral da doenca. Devido tal aspecto, sdo utilizadas
varias ferramentas de pesquisa, de tal forma que se possa caracterizar e identificar
isolados de Colletotrichum, visando uma melhor compreenséo dos patossistemas, e,
possivelmente, com consequente melhorias na definicdo das estratégias de controle
do respectivo patégeno (Afanador-Kafuri et al. , 2003; Tozze Junior, 2007).

Estudos envolvendo a analise molecular com primes especificos séo
necessarios para identificar as espécies de Colletotrichum associadas a diferentes
tipos de sintomas e hospedeiros, independente da interacdo patdégeno-hospedeiro e
da variabilidade intra e interespecifica.

N&o h& variedades de goiabeiras resistentes a Colletotrichum spp., sendo o
controle dos patdgenos realizados mediante praticas culturais e uso de fungicidas.
No Brasil, h4 poucos fungicidas registrados nos 6rgdos competentes, e, de certa
forma, restringindo quase que unicamente na mistura comercial de fungicidas dos
grupos triazéis e estrobilurinas, como 200 gL' de tebuconazole e 100 gL
trifloxistrobina, respectivamente (AGROFIT, 2018). Fungicidas protetores, segundo
0s preceitos apresentados, sao também registrados. Entretanto, para o caso dos
fungicidas sistémicos/mesostémicos, sdo recomendadas até quatro aplicacdes
anuais (AGROFIT, 2018). Entretanto, devido a suscetibilidade das variedades, longo
periodo de exposicao dos frutos, niveis de inéculo normalmente elevado e condicdes
favoraveis ao desenvolvimento do patdgeno em longos periodos do ano, sdo
normalmente realizadas numero maior de aplicagcbes, mesmo em cenarios cujo uso
de fungicidas protetores deem-se intercalarmente ou em combinacdo. Nao ha outros
fungicidas que tenham propriedades curativas que pudessem contribuir para o
rodizio de ingredientes ativos de grupos quimicos diferentes, aumentando a
massificacdo do uso dos produtos registrados, e, por consequéncia, incrementando
as possibilidades da selecdo de estirpes resistentes. Outros fungicidas, até ha

alguns anos utilizados na fruticultura do Brasil, e atualmente em uso em varios



outros paises, tem a eficiéncia muitas vezes contestada, como por exemplo na
China (Lin et al. , 2016).

Os fungicidas cupricos, por exemplo, sédo eficientes quando empregados
preventivamente. Entretanto, sob condicbes ambientais favoraveis aos patdgenos,
seu uso continuo, muitas vezes faz-se necessario 0 que, invariavelmente, causa
sintomas de fitotoxicidade, resultando na reducdo da qualidade comercial dos frutos
(Goes et al. , 2004; Yang-Yang et al. , 2017).



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencao dos isolados de Colletotrichum

Os isolados foram obtidos a partir de frutos de goiabeira com sintomas de
antracnose, coletados em é&reas de producdo localizadas em Campinas, Itapolis,
Jaboticabal, Monte Alto, Pirangi, Sdo Lourenco do Turvo, Taquaritinga e Vista Alegre
do Alto, todos no Estado de S&o Paulo. Do conjunto de isolados foram selecionadas
26 cepas, sendo acrescentado um isolado proveniente de pomar ndo comercial
(quintal), sem aplicacdo de fungicidas (Tabela 1). A denominacéo de cada isolado
foi realizada mediante a numeracdo especifica, seguida de letra inicial do local de
procedéncia do fruto, com excec¢ao do isolado proveniente de pomar ndo comercial,

que foi denominado 1J.Q.

Tabela 1. Procedéncia, variedade de goiabeiras, nimero e ano do isolamento das
cepas de Colletotrichum utilizadas no estudo.

Municipios amostrados no Estado . Numero Ano de
= . ~ Variedade de
de S&o Paulo e designagéo . coleta
isolados
Campinas (C) Paluma 3 2013
Ithpolis (1) Paluma 3 2013
Jaboticabal (J; J.Q) Paluma 2 2018
Tailandesa 1 2013
Monte Alto (MA)
Paluma 5 2017
Pirangi (P) Paluma 2 2013
S&o Lourenco do Turvo (SLT) Paluma 1 2013
Taquaritinga (T) Paluma 4 2013
Tailandesa 1 2013
Vista Alegre do Alto (VA)
Paluma 5 2017

No presente estudo, além dos isolados fungicos obtidos na presente coleta,
para fins comparativos, foram utilizados dois isolados (BR.F.TA13; JA.F.B105) de
Colletotrichum provenientes de frutos de mangueira com sintomas de antracnose

das variedades Tommy Atkins e Bourbon, coletado em pomares comerciais
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localizados os municipios de Barretos e Jardinopdlis, SP, no ano de 2007. Estes
isolados pertencem a Micoteca do Laboratoério de Fitopatologia da FCAV/UNESP -
Jaboticabal, e foram previamente identificados como C. gloeosporioides (Souza et
al. , 2013).

O isolamento dos fungos do género Colletotrichum foi realizado no
Laboratorio de Fitopatologia da FCAV/UNESP, em Jaboticabal, SP. Inicialmente, os
frutos foram desinfestados superficialmente com hipoclorito de sédio a 2,5 % (v.v1),
secos em ambientes de laboratério, e em seguida colocados em bandejas de
plastico, em temperatura ambiente (28 °C £ 1 °C), sendo mantido por um periodo de
24-36 h, para surgimento aparente de sintomas. Posteriormente, com a definicao
desses sintomas e esporulacdo do fungo, foram utilizadas duas metodologias de
isolamento: (i) transferéncia direta de conidios das lesdes dos frutos; ou (ii) retirada
de fragmentos de tecidos em transicdo doente/sadio (Figura 1). Para ambas as
situacdes foi empregado meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) acrescido de
Pentabidtico® (benzilpenicilina benzatina - 600.000 Ul, procaina - 300.000Ul e
potadssica - 300.000Ul; sulfato de estreptomicina - 200mg e sulfato de

dihidroestreptomicina - 250mg), Zoetis Indlstria de Produtos Veterinarios Ltda.

Desinfestagdo
dos frutos

U

. B.0.D
Depositados em o
: o | 25°C+%
bandejas de plastico 1°C
24-36 h; 28°C £ 1

L

Figura 1. Representacdo das etapas de desinfestacdo dos frutos, surgimento de
sintomas e crescimento do isolados em placa de BDA, acrescido com
pentabiotico.
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ApoOs o isolamento, as placas contendo o fungo foram mantidas em estufas
tipo B.O.D., a 25 °C £ 1 °C, 5 a 7 dias de incubagdo. Posteriormente, as colonias
indicativas de Colletotrichum spp. foram repicadas para a obtencdo de culturas
puras. Tubos de ensaios contendo as cepas tipicas de Colletotrichum foram
etiquetados e preservados conforme Alfenas e Mafia (2016) e Goncalves, et al.
(2016).

3.2. Caracterizacdo morfolégica de conidios e apressorios

Para a caracterizacdo de tamanho e formato dos conidios e apressorios foi
adotada a técnica de microcultivo (Figura 2) de Mafia e Alfenas (2016), com
modificacdes, na qual foi substituida a lamina por laminulas; o bastao de vidro em
forma de “V” por canudo plastico, no mesmo formato, e o papel filtro, por dois
pequenos chumacos de algodéo separados equidistantemente. A incubacéo deu-se
por 5-7 dias em condicdes ambiente (22-28 °C). Posteriormente, deu-se a

preparacao de laminas com solug¢éo azul de algodéo.

Figura 2. Representacao da técnica de microcultivo para o isolado 2C.

As medidas dos tamanhos dos conidios e apressorios foram determinadas
mediante sistema video-camera (Bel Photonics®), acoplada ao microscopio optico.
A imagem foi transmitida para o computador e analisada por meio do software Bel
Capture, sob objetiva 40X. Para cada cepa foram avaliados, ao acaso, 50 conidios e
50 apressorios para valores médios de comprimento (C), largura (L) e relacdo de
comprimento por largura (C/L).

As metodologias de avaliacdo fenotipica dos conidios e apressoérios foram

semelhantes as adotadas por Sutton (1992) e Silva (2016). Os conidios foram
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discriminados de acordo com o formato: (1) reto, fusiforme, com apices afilados; (2)
reto, oblongo, com 4&pices arredondados; (3) reto, clavado, afilado em uma
extremidade e redonda na outra e (4) reto, com constricdo; e 0s apressorios, (1)
lobados; (2) levemente lobados; (3) arredondados. Para cada isolado foram
avaliados ao acaso 100 conidios e 100 apressorios. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia utilizando o programa AgroEstat (Barbosa e
Maldonato Junior, 2015), e a médias comparadas pelo teste Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

3.3. Caracterizacao molecular

A caracterizacdo molecular dos isolados foi realizada no Laboratorio de
Epidemiologia Molecular, do Departamento de Medicina Veterindria Preventiva e
Reproducao Animal da FCAV/UNESP - Jaboticabal, SP.

3.3.1. Extracdo de DNA

Para a extracdo de DNA, todos os isolados do estudo foram repicados para
tubos de vidro de 110 mL, contendo meio de cultura liquido BD (batata-dextrose)
visando a obtencao de quantidades maiores de micélio e a separacdo do mesmo do
meio de cultura. Apds sete dias de desenvolvimento, a massa miceliana foi retirada
do meio de cultura com o auxilio de peneira de pequena trama. Ainda na peneira, a
mesma foi enxaguada com agua destilada e seca em estufa a 50 °C por 12 horas.
Posteriormente, a massa miceliana seca foi submetida a maceracéo com nitrogénio
liguido até a formacao de um po, que foi transferido para tubos eppendorf de 2,0 mL.

A extracao de DNA foi baseada no protocolo de Kuramae-lzioka (1997). Para
a lise celular foram acrescentados aos tubos contendo o micélio macerado 650 pL
de tampéao de extracdo de DNA (160 mM de Tris-HCI pH 8.0, 60 mM de EDTA pH
8.0, 20 mM de NaCl e SDS 0,5%). Os tubos foram agitados em vortex e mantidos
em ThermoMixer (Eppendorf) a 65°C por 50 minutos. ApGs a lise celular, foram
acrescentados aos tubos 300 pyL de acetato de potassio 5M. A solugdo foi
homogeneizada por inversao e incubada em gelo por 30 minutos. Posteriormente,

procedeu-se a centrifugacdo das amostras a 12.000 x g por 10 minutos a 10 °C. O
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sobrenadante translucido foi entédo transferido para tubos novos, aos quais foram
acrescentados 650 pL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1 v/v). A solucao foi
agitada vigorosamente em vértex e centrifugada sob as mesmas condi¢des descritas
anteriormente. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi novamente transferido para
outros tubos aos quais foram acrescentados 1000 uL de alcool etilico absoluto para
precipitagdo do DNA que ocorreu a -20°C por 12 horas.

Para obtencéo do pellet de DNA, a solucéo contendo alcool etilico absoluto foi
centrifugada a 12.000 x g por 20 minutos a 10 °C. A fase liquida foi completamente
removida e o pellet de DNA foi lavado com 1000 pL de &lcool etilico 70%, sob nova
centrifugagcdo. O pellet de DNA foi seco em estufa a 50°C por 30 minutos, e,
posteriormente, suspendido em 60 pL de solu¢cdo TE 10:1 (10 mM de Tris-HCI, pH
8,0; 1 mM de EDTA pH 8,0).

A avaliacdo da quantidade do DNA e da sua qualidade foi realizada com o
auxilio de um espectrofotometro NanoDrop-1000 (ThermoScientific), medindo-se a
absorbéancia de cada amostra nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm. A
relacdo da absorbancia entre estes dois comprimentos de onda resulta no valor
referente & qualidade do DNA, que se estiver no intervalo de 1,8 a 2,0 caracteriza
um DNA de boa qualidade (Sambrook; Russell, 2001). As amostras também foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose 1% (p/v), contendo brometo de etidio
(0,5 g/mL) e padrao de concentracdo 100 pb DNA Ladder Plus (Fermentas) para
verificacdo da qualidade do DNA. O gel foi visualizado sob luz UV em equipamento
de fotodocumentacdo GEL DOCXR (BioRad).

3.3.2. Identificacdo molecular de isolados de Colletotrichum spp. por PCR
espécie-especifico
Todos os isolados foram submetidos a PCR espécie-especifica utilizando-se o
oligonucleotideo Cgint (Mills; Sreenivasaprasad; Brown, 1992) para C.
gloeosporioides, utilizado em associagdo com o oligonucleotideo ITS4 (White et al. ,
1990). Os isolados que ndo apresentaram amplificacdo foram entdo submetidos a
PCR com os oligonucleotideos Calnt2 (Sreenivasaprasad et al. ,1996) e ITS4,

especificos para amplificacdo da espécie C. acutatum (Pileggi et al. , 2009) e ITS4,
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especificos para amplificacdo da espécie C. boninense. Os isolados que ainda assim
ndo apresentaram amplificagcdo foram submetidos a PCR para confirmacdo do
género Colletotrichum, utilizando-se os oligonucleotideos Coll1F/CollI3Rb (Mosca et
al. ,2014) (Tabela 2).

Tabela 2. Oligonucleotideos espécie-especificos utilizados na caracterizacéo
molecular de isolados de Colletotrichum spp.

Tamanho do Temperatura

Oligonucleotideo fragmento de
iniciador Sequéncla (5> 3) anelamento

(°C)
Cgint GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG 450 64
Calint2 GGGGAAGCCTCTCGCGG 500 57
Coll GCCGTCCCCTGAAAAG 500 48
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
Coll1F AACCWGCGGAGGGATCATTA
Coll3Rb TCCCTBCGRRTCCCRRTGCG 490 >

3.4. Sensibilidade a fungicidas

Foram avaliados 14 isolados de Colletotrichum, sendo 11 provenientes de
goiabeira, escolhidos aleatoriamente, e dois isolados de mangueira.

O teste de sensibilidade a fungicidas foi conduzido em semelhanca a
metodologia descrita na literatura (Fischer et al. ,2012; Espinoza-Altamirano et al.
,2017), com modifica¢gBes. Para tal, o ingrediente ativo foi diluido em agua destilada
estéril (1:10), e a partir desta, uma solucdo estoque de 100.000 pg.mL™? foi
preparada. Posteriormente, foram realizadas diluicdes para a obtencdo das
concentracdes contendo 5; 20; 35; 50 pg.mL? para tebuconozole (Folicur 200 EC®
Bayer S.A. — Sdo Paulo, SP); 1.000; 2.000; 4.000 e 8.000 pg.mL* para
trifloxistrobina (Flint 500WG®, Bayer S.A. — S&o Paulo, SP) e 500; 2.500; 5.000;
10.000 pg.mL™? para o tiofanato-metilico (Cercobin 700WP®, lharabras S.A. Industria
Quimicas - Sorocaba). Para preparo, os fungicidas foram adicionados ao meio de
cultura batata-dextrose-agar (BDA) fundente (45-50 °C), levemente agitados para a

sua mistura e homogeneizac¢ao, sendo posteriormente vertidos 20 mL em cada placa
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de Petri de 90 mm de diametro. Placas de Petri contendo BDA sem fungicidas foram
utilizadas como testemunha.

Apbs 24 horas, foi transferido para o centro da placa de Petri, contendo BDA,
um disco de coldnia de 6,5 mm de diametro, com aproximadamente seis dias de
incubacdo. As placas contendo o fungo, distribuidas aleatoriamente, foram
incubadas a temperatura a 25 °C + 1 °C e fotoperiodo de 12 h por um periodo de
seis dias, quando uma ou algumas das coldnias dos fungos atingiu a bordadura das
placas.

O delineamento experimental adotado foi o de blocos inteiramente
casualisados, em esquema fatorial de 14 x 5 x 5, correspondente a isolados,
concentracdes dos fungicidas e repeticdes, respectivamente. Cada unidade amostral
foi representada por uma placa de Petri.

A avaliacdo consistiu na determinacdo do efeito inibitério dos fungicidas no
tamanho das colbnias. Para isso, o tamanho das coldnias foi determinado mediante
mensuragao do crescimento micelial em dois sentidos perpendiculares entre si. A
partir dos dados do tamanho das colbnias foi determinada a porcentagem de inibicdo
de crescimento - PIC em relagéo a testemunha, sendo empregada a equacéo: PIC =
(diametro da testemunha — diametro do tratamento) x 100/ diametro da testemunha.

Para analise, os dados de concentracdo dos fungicidas foram transformados
em logaritmo (log 10+1) que, juntamente com os dados do tamanho das colGnias,
foram submetidos a andlises de variancia, regressao e aplicacdo do teste de Tukey
a 5% de probabilidade utilizando o programa AgroEstat (Barbosa e Maldonato
Junior, 2015).

O valor de dados relativos a concentragdo minima necessaria para inibir 50%
do crescimento micelial foi obtido pela média ponderada, PIC e probabilidade. E
para classificacdo do nivel de sensibilidade dos isolados foi adotada uma escala
semelhantemente a empregada por Joshi et al. (2013), em que os valores de
concentragdo minimos necessarios se enquadram em: <100 ug.mL?! altamente
sensivel (AS); 1012 200 ug.mL™* - sensivel (S); 201 2 300 ug.mL! - moderadamente
insensivel (MI); 301 2 400 pug.mL?! — insensivel (l); >400 uyg.mL* - altamente

insensivel (Al).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacdo morfolégica e molecular dos isolados de Colletotrichum

Os conidios de Colletotrichum analisados apresentavam quatro padrées
morfolégicos, sendo os predominantes: (i) hialinos, retos e oblongos, com as duas
extremidades arredondadas (Figura 3A) e (i) reto, com constricdo. Tais
caracteristicas estdo associadas a varias especies de Colletotrichum, porém
enquadram-se mais apropriadamente em C. gloeosporioides, cujos conidios sao
retos, oblongos, com as duas extremidades arredondadas (Sutton, 1992; Huang et
al. , 2013).

Figura 3. Caracteristicas morfologicas de conidios e apressérios de isolados de
Colletotrichum sp. oriundos de goiabeira da variedade Paluma com
sintomas de antracnose. A - Conidios hialinos, retos, oblongos e com
extremidades arredondadas. B - Apressoérios exibindo parede espessa,
escuros, levemente lobados.

Os 50 conidios avaliados de cada isolados de Colletotrichum apresentaram
comprimento médio de que variaram de 5,2 a 17,0 um, representados pelos isolados
36T e 25P, respectivamente. A largura média dos conidios variou de 1,4 (36T e
19MA) a 4,6 (16VA) um (Tabela 3), com indicacdo, pois, de elevado polimorfismo.
Resultados dessa natureza ja foram apontados em outros estudos, incluindo
isolados de Colletotrichum oriundos de outros hospedeiros, como por exemplo, o
mamoeiro, cuja variagao do tamanho dos conidios foi de 10,4 a 18,2 um (Andrade et
al. , 2007).
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Tabela 3. Tamanho e formato de conidios e apressorios de isolados de
Colletotrichum associados a sintomas de antracnose em goiabeiras no
Estado de Sao Paulo.

CONIDIOS APRESSORIOS
Isolados Tamanho (um) Formato Tamanho (um) Formato
C L C/L 1 2 3 4 C L cL 1 2 3
13 VA 151b 40b 38c¢ 0 33 12 55 95b 62b 16a 0 82 17
17 VA 131c 37c 35d 1 45 8 46 101b 70a 15b 3 72 25
16 VA 130 ¢ 46 a 28 f 5 71 7 17 10,7 a 6,3 Db 18a 37 47 16
18 VA 131c 41b 33e 0 39 6 55 113a 68a 17a 16 68 16
5VA 140c 38c 37c¢c 5 48 28 19 93b 64b 15b 3 72 25
40 VA 128c 39b 33e 0 98 1 1 101b 63b 17a 0 92 8
1C 126 ¢ 37c 35d 5 53 6 36 97b 62b 16a 1 70 29
2C 114d 36c 32e 0 88 1 11 109a 66a 18a 7 76 17
3C 109d 34d 33e 3 75 12 10 96b 65b 16b 5 81 14
38T 128c¢c 35d 37c¢c 5 52 7 12 95b 71a 1l4c 0 69 31
arT 111d 38c 30f 1 80 3 16 105a 71a 16b 2 91 7
9T 115d 30f 40c¢c 0 82 4 14 107a 68a 16a 4 71 25
36T 52f 149 37d 0 78 4 18 43e 30d 15b 2 75 23
221 112d 35d 33e 2 68 12 18 82d 65b 13c 3 68 29
211 120d 31e 39c 3 81 12 4 83d 60b 14c 0 82 18
24 152b 32e¢ 48hb 169 9 21 98b 68a 15b 6 83 11
27P 122c¢c 34d 37c¢c 0 59 12 29 87c 61b 15b 6 74 20
25P 170a 31e 56a 0 75 14 11 99c¢ 71a 13c 1 8 13
12MA 100e 32d 32e 0 84 7 9 81d 61b 14c 0 70 30
I5SMA 109d 40b 28f 2 94 4 89c 66b 1l4c 2 8 12
7MA 112d 38b 30f 1 8 1 13 81d 69a 12c 2 75 23
1I9MA 125c¢c 14f 46D 2 68 8 22 86c 53c 17a 1 93 6
20MA 104e 37c 29f 2 73 9 16 113a 63b 19a 1 89 10
1I8MA 113d 33d 35d 1 65 13 21 94b 70a 1l4c 9 68 23
5] 100e 36c 28f 2 18 13 67 73d 53c 1l4c 0 40 60
30SLT 111d 39b 28f 0 % 1 1 83d 53c 16a 0 57 43
CV% 21,3 13,2 22,9 23,2 20,3 31,9

*Valores seguidos da mesma letra nas colunas néo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.
C — comprimento; L- largura; C/L — relagdo entre o comprimento e a largura. Formato dos conidios: 1 — reto,
fusiforme, com apices afilados; 2 — reto, oblongo, com apices arredondados; 3 — reto, clavado afilado em uma
extremidade e redonda na outra e 4 — reto, com constricdo; Formato dos apressérios 1 — lobado; 2 — levemente
lobado e 3 — arredondados.
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De acordo com Sutton (1992), conidios de fungos da espécie C.
gloeosporioides apresentam comprimento entre 12 e 17 um e largura entre 3,5-6 pm.
Tomando-se como referéncia as médias de comprimento atribuidas, pressupde-se
que os isolados 13VA, 17VA, 16VA, 18VA, 5VA, 40VA, 25P, 1C, 38T, 24l sao
integrantes dessa espécie de fungo, enquanto os isolados 2C, 3C, 37T, 39T, 22I,
211, 27P, 12MA, 15MA, 7MA, 20MA, 18MA, 5J e 30SLT enquadram-se mais
adequadamente em C. acutatum. As variacbes de comprimento e largura dos
conidios deste grupo de isolados foram respectivamente 8,5-16,5 um e 2,5-4 um. As
medidas dos conidios dos isolados 25P (3,1-17,0 um), 36T (1,4-5,2 um) e 19MA
(1,4-12,5 pum) situaram-se em meédia divergentes a maioria dos das espécies de
Colletotrichum normalmente associadas as frutiferas tropicais e subtropicais,
incluindo goiabeiras.

Os valores médios da relacdo comprimento e largura dos conidios de
Colletotrichum associados a sintomas de antracnose variaram de 2,8 a 5,6 pm
(Tabela 3). Esses valores foram similares aos encontrados por Pereira (2009), de
2,7-5,5 pm, e Pereira (2016), com 2,47-4,59 um, para isolados de goiabeira.
Contudo, tais médias diferiram daquelas observadas para C. gloeosporioides
associado a sintomas de antrachose em frutos de abacateiro, com 3,3 e 4,3 um,
mangueira, 3,2 e 4,7 um, maracujazeiro, 2,9 e 3,7 um, pessegueiro, 3,1 e 4,5 um, e
bananeira, 2,19-3,07 um (Tozze Junior et al. , 2015; Pereira, 2016).

Os apressorios dos isolados de Colletotrichum associados a sintomas de
antracnose predominantemente mostraram-se levemente lobados (Figura 3B.).
Outras formas de apressérios, também descritas para fungos desse género, sao
esférica, irregular e lobada ou clavada. De acordo com Moraes et al. (2013), essas
formas, juntamente com as camadas da parede celular e enzimas, estao associadas
a natureza da interacdo hospedeiro-patdgeno e a competéncia apresentada pelos
fungos quando do processo de penetragao.

O comprimento médio dos apressorios variou de 7,3 a 11,3 um, e a largura de
3,0 a 7,1 um (Tabela 3), porém permanecendo dentro dos padrdes estabelecidos por
Sutton (1992) para C. gloeosporioides normalmente associados a sintomas de

antracnose em frutiferas. No entanto, especificamente ndo ha na literatura dados
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relativos ao tamanho dos apressorios para isolados de Colletotrichum associados a
sintomas de antracnose em goiabeira.

A relacdo entre o comprimento e a largura dos apressorios variou de 1,2 a
1,9 um (Tabela 3). Esta caracteristica ndo foi avaliada em estudos direcionados para
isolados de Colletotrichum em goiabeira (Pereira, 2009; Stracieri, 2015; Pereira,
2016). Contudo, esta relacédo foi encontrada para fungos do género Colletotrichum
associados a sintomas de antracnose em outras culturas, como mangueira (1,22-
3,23 pm), mamoeiro (1,08-1,82 um) e guaranazeiro (1,52-5,69 um) (Andrade et al. ,
2007; Pimenta, 2009; Cruz, 2014).

Dentro dos 26 isolados de Colletotrichum spp. cujos conidios foram
analisados morfometricamente, e tomando-se como referéncia o comprimento médio
e largura média dos conidios estabelecidos na literatura, pressupde-se que na
colecdo estudada, nove isolados corresponderam a C. gloeosporioides e 14 a C.
acutatum. Quando aos dados relativos aos apressorios, ha limitagdo para o
estabelecimento das espécies de Colletotrichum presentes nos frutos sintomaticos.

O emprego unicamente de caracteristicas morfolégicas como critério para a
identificacdo taxondmica de fungos do género Colletotrichum apresenta muita
limitacdo devido ao elevado polimorfismo do fungo (Weir et al. ,2012). Entretanto,
técnicas adicionais visando maior sensibilidade do estudo, fazem-se necessérias.
Em vista disso, e mediante estudo complementar, verificou-se que dos 27 isolados
do estudo, 25 apresentaram amplificacdo quando submetidos a PCR (Figura 4) com
os oligonucleotideos Cgint/ITS4, especifico para a espécie C. gloeosporioides. Os
dois isolados restantes, 241 e 30SLT, ndo apresentaram amplificacdo com o0s
oligonucleotideos Calnt/ITS4 e Coll/ITS4, especificos para as espécies C. acutatum
e C. boninense, respectivamente, e amplificaram apenas com os oligonucleotideos

Coll1F/ColI3Rb, especifico para o género Colletotrichum (Figura 5).
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3C 2db o360 S0 13VA 17VA 16VA 30SLT 241 CP CN

s QD G  w———

- C. gloeosporioides _ Colletotrichum sp.

Eletroforese em gel dos produtos de amplificacdo dos isolados de
Colletotrichum spp. com os oligonucleotideos Cgint/ITS4 (3C, 39T, 36P,
38T, 13VA, 17VA, 16VA) e Coll1F/CollI3Rb (, 30SLT, 24l). PM: 100 pb
Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific). CP: isolado de
Colletotrichum  gloeosporioides  classificado pela analise do
sequenciamento de DNA da regido ITS1-5.8S-ITS2. CN: controle
negativo, mix livre de DNA.
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Tabela 5. Caracterizacdo das espécies de Colletotrichum isoladas de frutos de
goiabeira com oligonucleotideos especificos.

Oligonucleotideos

Isolados
CgInt/ITS4  Calnt/ITS4 Coll/ITS4  Coll1F/Coll3Rb Espécie

13 VA + - - - C. gloeosporioides
17 VA + - - - C. gloeosporioides
16 VA + - - - C. gloeosporioides
18 VA + - - - C. gloeosporioides
5VA + - - - C. gloeosporioides
40 VA + - - - C. gloeosporioides
1C + - - - C. gloeosporioides
2C + - - - C. gloeosporioides
3C + - - - C. gloeosporioides
38T + - - - C. gloeosporioides
37T + - - - C. gloeosporioides
39T + - - - C. gloeosporioides
36T + - - - C. gloeosporioides
221 + - - - C. gloeosporioides
211 + - - - C. gloeosporioides
24 | - - - + Colletotrichum spp
27P + - - - C. gloeosporioides
25P + - - - C. gloeosporioides
12 MA + - - - C. gloeosporioides
15 MA + - - - C. gloeosporioides
7 MA + - - - C. gloeosporioides
19 MA + - - - C. gloeosporioides
20 MA + - - - C. gloeosporioides
18 MA + - - - C. gloeosporioides
5] + - - - C. gloeosporioides
30 SLT - - - + Colletotrichum spp
1J.Q + - - - C. gloeosporioides

Fungos do género Colletotrichum tém ampla faixa de hospedeiros,
compreendendo plantas frutiferas, horticolas, cereais e plantas ornamentais. Em
plantas frutiferas s@o descritas varias espécies de Colletotrichum associadas a
sintomas de antracnose nos frutos. Levantamentos das espécies do fungo,
associadas a plantas frutiferas com sintomas de antracnose, no Estado de Séao
Paulo, evidenciaram a ocorréncia das espécies dos Complexos C. gloeosporioides,

C. acutatum e C. boninense em frutos de abacate, manga, maracuja (Tozze Junior
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et al. ,2015). Para o caso do estado de Alagoas, estudos semelhantes evidenciaram
o envolvimento das espécies C. gloeosporioides, C. boninense, C. fragariae e C.
magna em associacdo com os hospedeiros pinheira e gravioleira (Kamei et al.
,2014).

Na goiabeira, embora ja citado na literatura a presenca de espécies C.
gloeosporioides e C. acutatum como principais agentes causais da antracnose, fica
evidenciada a constatacdo de pelo menos uma espécie adicional, cuja identificacdo
taxondmica néo pode ser concluida no presente trabalho. Estudos adicionais fazem-

se necessarios para a identificacéo da(s) espécie(s).

4.2. Sensibilidade a fungicidas

Todos os isolados de Colletotrichum gloeosporioides avaliados mostraram-se
altamente sensiveis (AS) a tebuconazole, sem, contudo, ter sido constatada inibicédo
completa do crescimento das coldnias, independente dos isolados avaliados (Tabela
4). Em média, a inibi¢cdo do crescimento das coldnias foi superior a 42%, mesmo nas
concentragdes mais baixas (Tabela 5).
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Tabela 4. Dados relativos a concentracdo (g mL*) minima necessaria para inibicéo
de 50% do crescimento de colbnias de isolados de Colletotrichum
gloeosporioides associados a sintomas de antracnose em frutos de
goiaba das variedades Paluma e Tailandesa, e de duas cepas de
Colletotrichum isoladas de mangueira das variedades Tommy Atkins e
Bourbon (BR.F.TA13 e JA.F.B105), a tebuconazole, trifloxistrobina e
tiofanato-metilico.

Isolados Tebuconazole Classificagdo”* Trifloxistrobina Classificagdo* Tri]:);%ﬂ?éo Classificagdo*
25P 1,2 AS 6.772 Al ND ND
36T 5,01 AS ND ND ND ND

19 MA 1 AS 7.495,40 Al ND ND
18 MA <1l AS 4.288,20 Al ND ND
2C <1 AS 2.203,30 Al ND ND

17 VA <1l AS >8.000 Al ND ND
27 P 1,02 AS 6.651,90 Al ND ND
37T 4,37 AS >8.000 Al ND ND

15 MA 1,55 AS >8.000 Al ND ND
16 VA 4,79 AS ND ND ND ND
1J.Q 3,72 AS 3.352,90 Al <1 AS
BR.F.TA13 <1 AS 1.985,90 Al <1l AS
JA.F.B105 <1 AS <1.000 AS <1 AS
12 MA 4,17 AS >8.000 Al ND ND

X Al — Altamente insensivel; AS — Altamente sensivel
ND — Nao determinado devido a auséncia de sensibilidade dos isolados



Tabela 5. Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) de Colletotrichum gloeosporioides oriundos de frutos de

goiabeira com sintomas de antracnose e dos isolados BR.F.TA13 e JA.F.B.105 em diversas concentra¢des (pug.mL"
1) dos fungicidas tebuconazole, trifloxistrobina e tiofanato-metilico em condicdes in vitro.

Tebuconazole (pug.mL™)

Trifloxistrobina (x=1000 pg.mL™)

Tiofanato metilico (x=500 pg.m L'l)

Isolados
5 20 35 50 PIC 1 2 4 8 PIC X 25x  5x 10x PIC
25P 783 b 923 a 966 a 976 a 912 ¢ 275 b 376 ab 421 ab 535 a 40,2 cd ND ND ND ND ND
36T 422b 983 a 987 a 992 a 846 d ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
19MA 793 b 945 a 963 a 981 a 921bc 262 b 328 b 403 ab 514 a 37,7 de ND ND ND ND ND
18MA 655c 742 b 811 a 824 a758 e 419 b 46,9 ab 492 ab 620 a 50,0 bc ND ND ND ND ND
2C 882 b 972 a 980 a 989 a 956ab 465 a 494 a 553 a 625 a 534 b ND ND ND ND ND
17VA  800b 926 a 947 a 967 a 910 ¢ 26,1 b 337 ab 403 ab 494 a 374 de ND ND ND ND ND
27P 778 ¢c 90,7 b 950 ab 96,6 a 901 ¢ 247 b 379 b 380 b 561 a 39,2 de ND ND ND ND ND
37T 539c 867 b 964 a 965 a834 d 300 b 258 ab 36,3 ab 446 a 342 de ND ND ND ND ND
15MA 781 c 938 b 961 ab 1000 a 920 ¢ 129 ¢ 243 bc 364 ab 462 a 299 e ND ND ND ND ND
16VA 516c 808 b 904 a 936 a791e -28 c 124 bc 151 ab 290 a 134 ND ND ND ND ND
1JQ 762 c 838 b 880 ab 90,3 a 846 d 375 b 456 ab 524 ab 61,2 a 49,2 bc 982 a 980 a 98,1 a 1000 a 98,6 a
BRFTAI3 774 b 924 a 940 964 a 90,1 ¢ 430 b 50,1 b 539 ab 67,7 a 537 b 878 a 851 a 832 a 861 a 856 b
JAFB105 96,6 a 98,7 a 989 99,0 a 983 a 1000 a 1000 a 1000 a 100,0 a 1000 a 934 a 944 a 948 a 942 a 942 ab
12MA 502 c 648 b 66,7 ab 71,9 a 634 f 219 a 259 a 312 a 37,7 a 292 e ND ND ND ND ND
Média 86,5 40,4 92,8"

ND — Nao determinado devido a nao significancia (NS) na analise estatistica de regresséo polinomial
*Médias seguidas de mesma letra nas linhas nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,5% de probabilidade
Y Valor médio equivalente ao comportamento de trés isolados de Colletotrichum os quais foram inibidos em meio de cultura contendo tiofanato-metilico
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A porcentagem média de inibicdo do crescimento micelial (PIC) das col6nias
dos isolados JA.F.B105 e 2C foi de 98,3% e 95,6%, respectivamente, sendo 0s mais
sensiveis em relacdo a tebuconazole (Tabela 6). Foi constatado relagdo positiva
direta entre incremento das concentracdes do fungicida e taxas médias de inibicdo
do crescimento das colbnias conforme média geral de PIC de 86,5%.

Com excecdo de JA.F.B105, todos os demais isolados de Colletotrichum
avaliados mostraram-se altamente insensiveis a trifloxistrobina, independente das
dosagens avaliadas (Tabela 4). O isolado apontado, mostrou-se muito sensivel ao
trifloxistrobina, sendo totalmente inibido na menor concentracdo avaliada. A média
de inibicdo das colbnias foi de 40,4%, comprovando a baixa a muito baixa
sensibilidade dos isolados de C. gloeosporioides avaliados. Dentre os isolados
avaliados, quatro deles apresentaram crescimento de colbénia em concentracéo
superior a 8.000 ug mL* para se atingir a concentracdo minima necessaria para
inibicdo de 50% do crescimento micelial.

Em relacgéo a tiofanato-metilico, com excecao dos isolados 1J.Q, BR.F.TA13 e
JA.F.B105, todos os demais mostraram-se insensiveis ao fungicida, independente
das concentracdes avaliadas. Para estes isolados, o valor correspondente a
concentracdo minima necessaria para inibicdo de 50% do crescimento de colbnia foi
inferior a 1 ug mL* (Tabela 4). Os demais isolados, por outro lado, mostraram-se
insensiveis, apresentando padrdo de crescimento médio semelhante ao observado
guando da auséncia de fungicida.

O padréo de crescimento dos isolados de C. gloeosporioides avaliados, para
os fungicidas tebuconazole e trifloxistrobina, ajustaram-se, na sua maioria, ao
modelo polinomial de segundo grau (Tabela 6). Para alguns isolados, o modelo foi
melhor ajustado segundo uma equacéo linear. De forma semelhante ao observado
quando da determinacdo dos valores de concentracdo minima necessaria para
inibicdo de 50% do crescimento micelial e PIC, para o tratamento constituido por
tiofanato-metilico ndo foi constatado significancia para a maioria dos isolados

avaliados in vitro.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Grau_de_um_polin%C3%B4mio

Tabela 6. Representacéo dos ajustes das equacgdes dos coeficientes de determinagdo (R?) em funcdo do comportamento de
isolados de Colletotrichum gloeosporioides associados a sintomas de antracnose em frutos de goiabeira e
BR.F.TA13 e JA.F.B105, expostos a diferentes concentracdes (ug mL™?) dos fungicidas tebuconazole,
trifloxistrobina e tiofanato-metilico.

Fungicidas/Equacdes e valores de R?

Isolados
Tebuconazole R2 Trifloxistrobina R2 Tiofanato-metilico R2
25P  y=68,988 — 90,402x + 30,398x2** 0,9954 y = 69,473 + 2,8568x — 3,1658x2** 0,9948 ND ND
36T y = 33,646 — 21,278x* 0,9584 ND ND ND ND
19MA  y= 65028 — 88,582x + 30,270x%** 0,9966 y = 66,302 + 4,0281x — 3,2461x2** 0,9977 ND ND
18MA  y=61,352 — 65,594x + 21,5705 0,9896 y = 62,299 — 9,2728x** 0,9827 ND ND
2C  y=65505-99,364x + 36,829x2* 0,9918 y = 66,313 — 10,374x** 0,9973 ND ND
17VA  y=60,608 — 82,029x + 28,564 0,9942 y = 61,082 + 2,6025x — 2,6626x2** 0,9995 ND ND
27P  y=68,894—89,312x + 30,103x>** 0,9944 y = 69,403 + 6,3567X — 4,0935x2** 0,9740 ND ND
37T  y=46,348 — 39,410 + 7,3176x2"* 0,9966 y = 46,562 — 4,7686x** 0,9306 ND ND
15MA Y =48,356 —62,646x + 20,616 ( 9955 y = 48,699 + 9,7092x — 4,0112x2** 0,9949 ND ND
16 VA y = 46,297 — 36,185x + 6,1508x2* 0,9993 y = 46,205 + 11,593x — 3,8513x2** 0,9533 ND ND
1J.Q  y=69,662—87,925x + 30,8275 0,9880 y = 70,389 — 1,8581x — 2,3589x2* 0,9998 y = 65,626 — 18,393x** 0,017
BR.F.TA13 y = 68,711 — 89,800x + 30,5112 0,9962 y = 69,102 — 3,2520x — 2,1579x2** 0,9939 y = 64,569 — 15,504x** 0,895
JAF.B105 y=55,004 —92,113x + 36,232x2* 0,9840 y = 55,757 — 32,513x + 4,6951x2** 0,9997 y=52134—13,917x* 0,916
12MA  y=57,008 — 46,452x + 13,538x2** 0,9959 y = 57,198 + 2,6123x — 2,0922)2** 0,9813 ND ND

ND — N&o determinado devido a néo significancia (NS) na andlise estatistica de regresséo polinomial
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A eficiéncia de tebuconazole in vitro, observada nesse estudo, mostra-se
convergente aos resultados obtidos por Fischer et al. (2012). Segundo dados obtidos
por estes investigadores, a 100 pg mL?, este fungicida inibiu completamente o
crescimento das colbnias de dois isolados de C. gloeosporioides e C. acutatum
oriundos de sintomas de antracnose em frutos de goiabeira. No presente estudo, 0
maior valor de PIC foi observado na maior concentracdo avaliada (50 pg mL™).
Embora apenas um dos isolados avaliados tenha sido totalmente inibido por
tebuconazole, nessa concentracdo, os isolados mostraram-se altamente sensiveis
ao fungicida, apresentando reducao de 50% da taxa de crescimento das colGnias
(PIC) quando submetidos a concentracdo contendo 5 pg mL™2.

No Brasil, o registro de tebuconazole, de forma isolada, se aplica
unicamente para o controle da ferrugem da goiabeira (Puccinia psidii Winter).
Entretanto, quando associado a trifloxistrobina, o seu registro estende-se também
para o controle C. gloeosporioides, cuja dosagem varia de 0,60 a 0,70 L.ha¥,
empregando-se vazado média de 500 a 1.000 L.ha* (AGROFIT, 2018). Por se tratar
de formulacdo que contem 200 gramas do ingrediente ativo por litro de produto
formulado, significa que a dosagem, em ingrediente ativo, é de 0,12 a 0,15 pg.mL?,
uma concentracdo inferior aquela testada no presente estudo. Estudos
complementares empregando-se concentracdes inferiores a 5 pg.mL™? indicardo as
concentracbes minimas para o controle dessa espécie de Colletotrichum, o que
certamente revalidardo as dosagens para o controle desses patdgenos.

Na cultura da goiabeira, no Brasil, ndo ha registro para o uso isolado de
trifloxistrobina ou outros fungicidas do grupo das estrobilurinas, no controle de
doencas associadas a cultura. Este fungicida é registrado para a cultura somente em
mistura com o fungicida tebuconazole, em formulagdo comercial (Nativo®, 100 g de
trifloxistrobina + 200 g de tebuconazole, Bayer S.A., Sdo Paulo), na dosagem de
0,60 L ha'l e vazdo entre 500 e 1.000 L de calda ha' (AGROFIT, 2003), ou o
equivalente a 0,06 g L, ou 0,06 pg mL1. Em termos praticos, nossos resultados
apontam a necessidade de concentracdes significativamente mais elevadas,
superiores a 8.000 ug mL*?, em muitas situacdes. Dada a inexisténcia de estudos

hY

quanto a eficiéncia da combinacdo tebuconazole e trifloxistrobina, assim como
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outras formulagBes comerciais de fungicidas triazGis e estrobilurinas, registradas
para a cultura, avaliagbes a campo do controle da antracnose fazem-se justificaveis.

Fungicidas do grupo dos benzimidazoéis, onde se inclui o tiofanato-metilico,
nao sao registrados para a cultura da goiabeira, porém o sédo para o controle de
multiplos géneros do fungo associados a diversas culturas, incluindo frutiferas
(AGROFIT, 2018). Desta forma, os resultados ora obtidos, com constatacdo da
ineficiéncia desses fungicidas no controle C. gloeosporioides associadas a goiabeira
sao indicacbes que reforcam a sua impropriedade para uso na cultura. A elevada
frequéncia da doenca sob condi¢des naturais de cultivo (dados néo apresentados), a
prospeccdo de novas alternativas de controle desse complexo de doencas faz-se
imprescindivel.

Colletotrichum spp., agentes causais da antracnose, e P. psidii, agente causal
da ferrugem, sdo o0s principais patégenos fungicos associados a goiabeira
(Hernandes e Mendes, 2003; Sussel et al. , 2010; Galli et al. , 2015). Ambos o0s
grupos de patdégenos sdo controlados mediante formulagcdo comercial constituida
pela combinacdo contendo 100 g L trifloxistrobina + 200 g L' de tebuconazole
(AGROFIT, 2018; Sussel et al. ,2010).

As recomendacfes técnicas de uso desses fungicidas sdo para 0 maximo de
até quatro aplicacdes por ano. Entretanto, devido ambas as doencas ocorreram de
forma simultanea, ou isoladamente, em diversos periodos do ano é muito comum o
uso continuado desses ingredientes ativos, as vezes em intervalos semanais,
superando significativamente o nimero limite de aplicagdes anuais. Somado a este
fato, areas cuja producdo seja destinada ao mercado de fruta fresca, por
consequéncia das podas frequentes e sisteméticas, ha varios fluxos vegetativos e
reprodutivos, com consequente disponibilidade de folhas e frutos em periodos
criticos de suscetibilidade, amplia-se o tempo de exposicéo de frutos aos diferentes
patégenos, ampliando-se as necessidades das pulverizacbes mais regulares e em
intervalos ainda menores.

Em nosso estudo foi constatada a grande eficiéncia de tebuconazole na
inibicdo do crescimento de isolados de C. gloeosporioides. Por outro lado, o
desempenho verificado para trifloxistrobina mostrou-se aquém dos niveis desejaveis,

e, inferiores, em termos gerais, aos observados sob condi¢bes naturais de campo.
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Os resultados ora obtidos indicam a ocorréncia de baixa sensibilidade de C.
gloeosporioides a trifloxistrobina, tanto para isolados de C. gloeosporioides oriundos
de frutos de goiabeira com sintomas de antrachose, como também aos isolados
oriundos de mangueiras. E muito provavel que esse fato deva-se ao uso recorrente
desse principio ativo, com vistas ao controle simultdneo da antracnose e ferrugem
da goiabeira. Sob condi¢cbes normais de cultivo, todavia, as respostas positivas até
entdo obtidas pelos produtores de goiabas, nas areas agricolas contempladas neste
estudo, advém do efeito seu efeito combinado com tebuconazole, j& que este
apresenta alta capacidade inibitéria do fungo, como demonstrado pelos testes in
vitro.

Um possivel efeito sinérgico das misturas dos grupos quimicos triazois e
estrobilurinas ndo pode ser descartado, 0 que, em termos praticos, significa na
potencializacdo das respostas de controle dos agentes causais. Todavia, a
sensibilidade demonstrada pelos isolados de C. gloeosporioides oriundo de
mangueira, ainda que em numero de isolados pouco representativos, é indicativo da
viabilidade da trifloxitrobina no controle do patdgeno. Pese-se, entretanto, que no
Brasil, ha cinco espécies de Colletotrichum associadas a antrachose em mangueiras
(Lima et al. , 2013).

Fungicidas do grupo dos benzimidazodis ndo séo registrados para o controle
de doencas fungicas associadas a cultura da goiabeira. Em nossos estudos, a
maioria dos isolados avaliados demonstraram-se insensiveis a tiofanato-metilico,
independente das concentragcdes avaliadas, sinalizando a sua inconformidade
técnica. Estes resultados corroboram informacdes prévias, apresentadas por varios
pesquisadores, 0s quais indicaram a ineficiéncia deste principio ativo no controle de
Colletotrichum associado a sintomas de antracnose em frutos de goiabeira
(Gutierrez-Alonso e Gutierrez-Alonso, 2003; Fischer et al. , 2012).

O manejo das doengas associadas as plantas € uma premissa importante
para o sucesso agricola (AGRIOS, 2005). Para o caso da goiabeira, cuja qualidade
dos frutos é indispensavel para bons precos no mercado e maior rentabilidade da
cultura (Sussel et al. ,2010; Ferreira et al. ,2016), é fundamental a compatibilizacao
das diversas alternativas para o controle das doencas associadas a cultura,

especialmente diante de um cenario da inexisténcia de variedades resistentes
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(Sussel et al. ,2010). O uso recorrente de fungicidas sistémicos e translaminares,
resultantes da mistura comercial, constitui-se em agravante do ponto de vista
pratico, pela possibilidade da selecdo continua de isolados de fungos resistentes
(Brent, 1995), incluindo Colletotrichum spp., agentes causais da antracnose em
goiaba. Ao longo do tempo, por consequéncia do aumento da vulnerabilidade dos
principios ativos, os prejuizos decorrentes da continua reducgéo da eficiéncia tendem
a serem progressivamente mais elevados, caso medidas antirresisténcia ndo sejam
adotadas.

Dentre as estratégias visando ao manejo da resisténcia de fungos aos
fungicidas inclui-se o uso simultaneo ou intercalar de fungicidas protetores (Brent,
1995; Brent e Hollomon, 2007). Entretanto, para o caso do Brasil, somente o0s
fungicidas cupricos séo registrados para a cultura, cujo uso mostra-se muito limitado
por consequéncia dos riscos potenciais de fitotoxicidade aos frutos quando em
tamanho entre 20 a 40 mm de didmetro (Goes et al. , 2004).
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5. CONCLUSOES

- Isolados de Colletotrichum oriundos de frutos de goiabeira com sintomas de
antracnose, oriundo de diversos municipios produtores do estado de Sao Paulo, sdo
altamente polimorficos, como demonstrado pelas avaliagbes morfolégicas de
conidios e apressorios;

- O principal agente causal de antracnose em frutos de goiabeira no estado de Sao
Paulo é a espéce Colletotrichum gloeosporioides;

- Ha pelo menos uma espécie adicional de Colletotrichum que ndo se enquadra as
espécies descritas em associacdo com sintomas de antracnose em goiaba no
estado de Sao Paulo;

- Isolados de Colletotrichum gloeosporioides associados a sintomas de antracnose
em goiaba sdo altamente sensiveis a tebuconazole, em condi¢des in vitro;

- Isolados de Colletotrichum gloeosporioides associados a sintomas de antrachose
em goiaba sdo insensiveis a trifloxistrobina e tiofanato-metilico, em condi¢des in

Vitro;
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