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SENSIBILIDADE in vitro DE Colletotrichum spp. ASSOCIADOS A Citrus 
sinensis A FUNGICIDAS TRIAZOIS (DMI) E SUAS COMBINAÇÕES ÀS 

ESTROBILURINAS (QoI) 

 

RESUMO 

Espécies de Colletotrichum coexistem na forma patogênica, endofítica e como 

saprófita em centenas de espécies de plantas frutíferas, cereais, grãos, hortaliças e 

ornamentais. Em citro, são responsáveis por perdas em pós-colheita e principalmente 

durante o florescimento de laranjeiras doces, que sob ambiente favorável pode causar 

enormes queda na produção. No Brasil, Colletotrichum abscissum e C. 

gloeosporioides sensu stricto são responsáveis pela doença podridão floral dos citros 

(PFC). Há indicações de outras espécies também associadas à doença, 

especialmente C. karstii. O controle da doença é feito por meio de aplicações dos 

fungicidas tebuconazol e difenoconazol (DMIs), ou sua combinação às estrobilurinas 

(QoI), especialmente trifloxistrobina e azoxistrobina. Neste trabalho foi avaliada a 

sensibilidade in vitro de espécies de Colletotrichum associadas a laranjeiras doces no 

Estado de São Paulo. Os fungicidas avaliados foram tebuconazole, difenoconazole, e 

formulações comerciais destes fungicidas associados a azoxistrobina e 

trifloxistrobina, nas concentrações 0,01, 0,1, 1, 10 e 100 µg mL-1. A avaliação consistiu 

na determinação da inibição do crescimento das colônias, a partir da qual foi 

determinado a porcentagem de inibição do crescimento das colônias (PIC), e 

concentraçao inibitória efetiva (CE50). Para interpretação dos resultados foi também 

aplicado análise de regressão dos dados. Constatou-se que todas as espécies de 

Colletotrichum avaliadas foram altamente sensíveis aos fungicidas avaliados, sendo 

demonstrado sua sensibilidade in vitro. Todas as espécies de Colletotrichum avaliadas 

mostraram-se mais sensíveis às combinações de trifloxistrobina e tebuconazole que 

aos trizóis isoladamente. Tais resultados indicaram que, em que pese o uso recorrente 

e sistemático de fungicidas DMI e QoI no controle das diversas doenças associadas 

aos citros, no Estado de São Paulo, como PFC e Pinta preta (Phyllosticta citricarpa), 

a eficiência dos mesmos mantém-se inalterada no manejo das espécies de 

Colletotrichum associadas a Citrus sinensis. 

 

Palavras-chave: Podridão floral dos citros, fungitoxicidade, inibidores da 

desmetilação, inibidores da quinona oxidase. 
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In vitro SENSITIVITY OF Colletotrichum spp. ASSOCIATED WITH Citrus 

sinensis TO TRIAZOIS FUNGICIDES (DMI) AND THEIR COMBINATIONS WITH 

STROBILURINS (QoI) 

 

ABSTRACT  

Colletotrichum species coexist in pathogenic, endophytic and saprophytic forms on 

hundreds of species of fruit, cereal, grain, vegetable and ornamental plants. In citrus it 

is responsible for postharvest losses and especially during the flowering of sweet 

orange trees, which under favorable environment can cause huge yield decreases. In 

Brazil, Colletotrichum abscissum and C. gloeosporioides sensu stricto are responsible 

for the prostbloom fruit drop (PFD). There are indications of other species also 

associated with the disease, especially C. karstii. The control of the disease is done by 

applications of the fungicides tebuconazole and difenoconazole (DMIs), or their 

combination to strobilurins (QoI), especially trifloxystrobin and azoxystrobin. In this 

work, the in vitro sensitivity of Colletotrichum species associated with sweet orange 

trees in São Paulo State was evaluated. The fungicides evaluated were tebuconazole, 

difenoconazole, and commercial formulations of these fungicides associated with 

azoxystrobin and trifloxystrobin, at concentrations of 0.01, 0.1, 1, 10 and 100 µg mL-1. 

The evaluation consisted in determining the growth inhibition of colonies, from which 

the percentage of growth inhibition of colonies, and effective inhibitory concentration 

were determined. Regression analysis of the data was also applied to interpret the 

results. It was found that all Colletotrichum species evaluated were highly sensitive to 

the fungicides evaluated, proving their efficiency in vitro. All Colletotrichum species 

were more sensitive to the combinations of trifloxystrobin and tebuconazole than to the 

trizoles alone. These results indicate that, despite the recurrent and systematic use of 

DMI and QoI fungicides in the control of several citrus-associated diseases in São 

Paulo State, such as PFD and Citrus black spot (Phyllosticta citricarpa), their efficiency 

remains unchanged in the management of Colletotrichum species associated with 

Citrus sinensis.  

 

Keywords: Prostbloom fruit drop, fungitoxicity, demethylation inhibitors, quinone 

oxidase inhibitors. 
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1.  INTRODUÇÃO 

 

O Brasil destaca-se como o maior produtor e exportador de suco de laranja do 

mundo (Pinto e Jacomino, 2013; USDA, 2017; Citrusbr, 2019). A safra de citros para 

o cinturão citrícola do Estado de Sào Paulo e Triângulo/Sudoeste Mineiro foi 

reestimada em 269,01 milhões de caixas (Fundecitrus, 2021).  

Embora pujante, a cultura do citros é afetada por diversos patógenos como 

fungos, bactérias e vírus. Dentre as principais doenças fúngicas destaca-se a 

Podridão floral do citros (PFC), responsável por perdas de até 80% de produção 

quando de condições climáticas muito favoráveis ao patógeno (Goes et al., 2008).  

No Brasil, a podridão floral do citros é causada por Colletotrichum 

gloeosporioides (Lima et al., 2011) e Colletotrichum abscissum (Crous et al., 2015). 

No mundo, especialmente na China e em alguns países da União europeia, tem-se 

reportado a presença de 20 espécies de Colletotrichum pertencentes a seis 

complexos, sendo: (i) Boninense, incluindo C. boninense, C. citricola, C. constrictum, 

C. karstii, C. novae-zelandiae, C. catinaense e C. limonicola (Damm et al., 2012b; 

Huang et al., 2013; Guarnaccia et al., 2017); (ii) Acutatum, sendo as espécies 

encontradas C. abscissum, C. acutatum, C. citri, C. godetiae, C. johnstonii, C. 

limetticola e C. simmondsii (Damm et al., 2012a; Peng et al., 2012; Huang et al., 2013; 

Crous et al., 2015); (iii) Truncatum, espécie C. truncatum (Damm et al., 2009); (iv) 

Gloeosporioides, englobando as espécies C. fructicola, C. gloeosporioides, C. 

kahawae subsp. ciggaro, C. communis sp. nov., C. helleniense, C. hystricis e C. 

siamense (Weir et al., 2012; Huang et al., 2013; Sharma et al., 2015; Perrone et al., 

2016; Liu et al., 2016; Guarnaccia et al., 2017); (v) Gigasporum, espécie C. citri-

maximae (Douanla-Meli e Unger, 2017); e (vi) Cliviae, espécie C. cliviae (Douanla-Meli 

e Unger, 2017). Outras três espécies de Colletotrichum, C. brevisporum, C. tropicicola 

e C. queenslandicum, também já foram relatadas em citros (Huang et al., 2013; Kunta 

et al., 2017).  

Testes de patogenicidade realizados em plantas cítricas, em Portugal, 

comprovaram que, mesmo advindo de outros órgãos da planta, Colletotrichum karstii 

pode ser patogênico para flores e folhas de laranjeiras doce, tangerinas e limoeiros 

(Ramos et al., 2016). Carboni (2018), no Brasil, também reportou a associação de C. 

asianum, C. karstii, C. gigasporum e C. aracearum em plantas cítricas, e também 
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constatou que, sob condições controladas, tais espécies de fungos mostraram-se 

patog6enicas quando inoculadas em flores de laranjeira doce ‘Valência’, sendo os 

sintomas típicos aos da PFC 

Os fungicidas recomendados para o manejo da PFC são pertencentes aos 

grupos dos triazóis (inibidores da desmetilação de esteróis, - DMI) e das estrobilurinas 

(inibidores de quinona externa, - QoI). As misturas formuladas dos dois grupos de 

fungicidas são as mais eficientes e empregadas no controle da doença (Silva-Junior 

et al., 2014). Nos últimos anos, por decorrência da falta de opções técnicas e dado a 

dessincronização de floradas, esses fungicidas são massivamente utilizados no 

controle da doença. Associado a este fato, ingredientes ativos correspoindentes às 

estrobilurinas, e que integram tais formulações, são praticamente os únicos 

registrados e indicados para o controle de uma outra doença das plantas cítricas, a 

pinta preta, causada por Phyllosticta citricarpa. Dessa feita, pela elevada distribuição 

geográfica dos patógenos causais, tais fungicidas mencionados são empregados 

muito repetidamente, elevando desta forma a sua vulnerabilidade quanto às 

possibilidades de seleção de estirpes resistentes ou insensíveis aos fungicidas de 

ambos grupos químicos.  

O presente trabalho tem o objetivo avaliar a sensibilidade in vitro de C. 

abscissum, C. gloeosporioides e C. karstii oriundos de laranjeiras doces aos 

fungicidas triazois, tebuconazol e difenoconazol (DMI), e às formulações comercial 

constituídas pelas combinações tebuconazol e trifloxistrobina, e difenoconazol 

combinado com azoxistrobina. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. Citros: sua importância 

 

A citricultura representa um importante segmento econômico para o Brasil. O 

setor tem grande impacto na geração de empregos, de forma direta e indireta, 

contribui para a balança comercial nacional, refletindo significativamente na geração 

de capital e no desenvolvimento social (Zulian et al., 2013). 

O Brasil destaca-se como o maior produtor e exportador de suco de laranja do 

mundo (Pinto e Jacomino, 2013; USDA, 2017). Cerca de 81% do suco de laranja 

comercializado no mundo é originário do Brasil (Citrusbr, 2019).  

No setor citrícola, há basicamente dois mercados consumidores distintos: 

laranja produzida para consumo in natura (laranja de mesa), e como matéria-prima 

para processamento e produção de suco e produtos secundários. O destino final da 

produção influencia os indicadores de rentabilidade, pois para cada consumo 

específico existem restrições e/ou demandas relativa aos produtos gerados. Por 

exemplo, para o consumo in natura, é importante o maior cuidado com o aspecto 

visual da fruta, primando-se pela sua qualidade visual e em conformidade às 

exigências do mercado. Por outro lado, para o processamento industrial há exigências 

específicas quanto aos indicadores técnicos relativos à sua qualidade industrial, sendo 

também, de forma semelhante à aplicada à fruta de mesa, excelentes padrões no 

processo produtivo, e em conformidade aos indicadores fundamentais 

narastreabilidade (Erpen et al., 2018). 

No Brasil, em que pese a pujança do setor citrícola e os grandes avanços 

alcançados em produtividade e qualidade, existem grandes desafios de ordem 

fitossanitária, com destaque às pragas e doenças que dificultam grandemente o 

processo produtivo. Dentre as doenças, um grande desafio é representado pelo 

Greening/ Huanglongbing (HLB), a mais importante, causada por Candidatus 

Liberibacter asiaticus e Ca. Li americanus, e as causadas por fungos, como a podridão 

floral dos citros, causada por diversas espécies de Colletotrichum, e a pinta preta 

(Phyllosticta citricarpa).  
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2.2.  O gênero Colletotrichum  

 

Espécies de Colletotrichum colonizam uma grande variedade de plantas, e 

podem obter nutrientes de forma necrotrófica, hemibiotrófica e endofítica, além de 

poderem comportar-se como biotróficos (Prusky et al., 2013; Hyde et al., 2014; 

Jayawardena et al., 2016a). Espécies de Colletotrichum podem infectar mais de 30 

gêneros de plantas (Perfect et al., 1999; Damm et al., 2012a, b; Farr e Rossman, 

2017), causando doenças em pré- e pós-colheita em culturas tropicais, subtropicais e 

temperadas (Hyde et al., 2009b; Cannon et al., 2012; Dean et al., 2012), como: inhame 

(Abang et al., 2003), pimenta (Than et al., 2008), banana (Zakaria et al., 2009), 

gramíneas (Crouch e Beirn, 2009), milho (Crouch e Beirn, 2009), caju (Lopez e Lucas, 

2010), orquídeas (Yang et al., 2011), mamão (Maharaj e Rampersad, 2012), café 

(Udayanga et al., 2013), morango (Udayanga et al., 2013), abacate (Hunupolagama 

et al., 2015), citros (Aiello et al., 2015), uva (Yan et al., 2015), oliveiras (Schena et al., 

2014), goiaba (Bragança et al., 2016), manga (Pardo-de La Hoz et al., 2016), soja 

(Rogério et al., 2017) e algodão (Moreno-Moran e Burbano-Figueroa, 2017). 

O gênero Colletotrichum é muito abrangente, e até recentemente contava com 

189 espécies reconhecidas, subdivididas em 11 complexos, e 23 espécies únicas 

(Jayawardena et al., 2016b). No entanto, com os avanços alcançados mediante à 

aplicação de diversas técnicas modernas, tem-se constatado que o universo que 

contempla o gênero é muito mais amplo e diverso, sendo gradativamente descritas 

novas espécies, até o presente momento, este gênero de fungo já conta com outras 

espécies em adição àquelas compiladas por Jayawardena et al. (2016b), sendo estas 

C. sichuanensis (Liu et al., 2016b), C. citri-maximae (Douanla-Meli e Unger, 2017), C. 

catinaense, C. limonicola, C. helleniense e C. hystricis (Guarnaccia et al., 2017). 

Assim, 12 complexos de Colletotrichum são atualmente reconhecidos: Acutatum, 

Boninense, Caudatum, Dematium, Destructivum, Gigasporum, Gloeosporioides, 

Graminicola, Orbiculare, Spaethianum, Truncatum (Jayawardena et al., 2016b) e o 

complexo Cliviae, recentemente proposto por Douanla-Meli e Unger (2017). 

Taxonomicamente, pela existência de descrições de Colletotrichum 

gloeoporioides como membro integrante de um táxon, adota-se quando do 
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conhecimento específico os termos latinos sensu stricto, e quando de uma 

abordagem ampla, latu sensu. 

 

2.3.  Podridão Floral do Citros (PFC) 

 

A Podridão Floral do Citros, também descrita como Queda Prematura dos 

Frutos Jovens, ou ainda como Blossom Blight, foi reportada pela primeira vez por 

Fagan (1979). Inicialmente, a PFC foi atribuída a C. gloeosporioides, posteriormente, 

à espécie associada à doença foi taxonomicamente revista e, após reanálise segundo 

caracteres morfológicos, fisiológicos e moleculares, a espécie foi classificada como C. 

acutatum (Brown et al., 1996). Baseado em estudos taxonômicos e moleculares, C. 

acutatum foi reclassificado, sendo descrito como C. abscissum (Crous et al., 2015). 

Posteriormente, a espécie C. gloeosporioides, comumente encontrada como 

endofítica de citros (Huang et al., 2013; Souza et al., 2013; Ramos et al., 2016; 

Douanla-Meli e Unger, 2017), teve sua patogenicidade comprovada, e também 

passou a ser considerada como um agente causal adicional da doença (Lima et al., 

2011; Souza et al., 2013; Silva-Junior et al., 2014). 

Atualmente, há dezenas de espécies de Colletotrichum descritas em 

associação com as plantas cítricas. Dentre tais complexos incluem-se: (i) Boninense, 

incluindo C. boninense, C. citricola, C. constrictum, C. karstii, C. novae-zelandiae, C. 

catinaense e C. limonicola (Damm et al., 2012b; Huang et al., 2013; Guarnaccia et al., 

2017); (ii) Acutatum, sendo as espécies encontradas em citros C. abscissum, C. 

acutatum, C. citri, C. godetiae, C. johnstonii, C. limetticola e C. simmondsii (Damm et 

al., 2012a; Peng et a., 2012; Huang et al., 2013; Crous et al., 2015); (iii) Truncatum, 

espécie C. truncatum (Damm et al., 2009); (iv) Gloeosporioides, englobando as 

espécies C. fructicola, C. gloeosporioides, C. kahawae subsp. ciggaro, C. communis 

sp. nov., C. helleniense, C. hystricis e C. siamense (Weir et al., 2012; Huang et al., 

2013; Sharma et al., 2015; Perrone et al., 2016; Liu et al., 2016; Guarnaccia et al., 

2017); (v) Gigasporum, espécie C. citri-maximae (Douanla-Meli et al., 2017); e (vi) 

Cliviae, espécie C. cliviae (Douanla-Meli et al., 2017). Outras três espécies individuais 

de Colletotrichum, C. brevisporum, C. tropicicola e C. queenslandicum, também já 

foram relatadas em citros (Huang et al., 2013; Kunta et al., 2017). 
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No Brasil, a PFC causada por Colletotrichum acutatum, foi relatado desde a 

década de 1970, primeiro nos pomares do estado do Rio Grande do Sul e mais tarde 

no estado de São Paulo (Porto et al., 1979). Estudos posteriores, indicaram o 

envolvimento exclusivo de C. gloeoporioides e C. abscissum como os agentes causais 

da PFC no estado de São Paulo (Silva et al., 2017). Entretanto, em trabalho publicado 

por Carboni (2018) foi demonstrado a patogenicidade em flores de laranjeira 

‘Valência’, em casa de vegetação, de quatro espécies adicionais: C. asianum, C. 

karstii, C. gigasporum e C. aracearum, comprovando a complexidade e diversidades 

de espécies de Colletotrichum associados a Citrus sinensis, conforme evidenciado por 

Ramos et al. (2016) e Guarnaccia et al. (2017), na Europa, em em plantas cítricas de 

pomares na China (Huang et al., 2013), dentre outros. De acordo com a literatura, o 

complexo de espécies encontra-se associadas à condições saprofíticas, endofíticas e 

patogênicas em folhas, ramos e frutos, especialmente em pós-colheita.  

Uma pesquisa de Colletotrichum associados a sintomas de PFC no estado de 

São Paulo mostraram que a presença de Colletotrichum gloeosporioides além de C. 

acutatum (Lima et al., 2011). No o estado de São Paulo, a PFC causou danos 

principalmente nas épocas de cultivo de 1977/78 (Rossetti et al., 1981), 1990/91 

(Feichtenberger, 1991), 1993 (Feichtenberger, 1994), 1996/ 1998 (Peres et al., 2000) 

e 2009 (Silva-Junior et al., 2014). A região mais afetada pela doença foi a sudoeste, 

embora tenha sido observado em outras regiões (Feichtenberger, 1991; 

Feichtenberger, 1994). 

No Brasil, sob condições favoráveis, a PFC pode ocasionar perdas de até 80% 

na produção de frutos (Goes e Kupper, 2002; Goes et al., 2008), ou até 100% quando 

as medidas de controle de fungicidas não são tomadas convenientemente, o que 

coincide com o apontado em otros países (Timmer e Zitko, 1996). Um estudo 

agroclimático realizado no estado de São Paulo mostrou que, sob temperatura de 

22°C ± 3°C e precipitação acumulada de 40 mm, entre o pico de floração e 50% de 

flores restantes, a incidência da PFC pode chegar a 10%. No entanto, sob as mesmas 

condições, se a precipitação acumulada for de 80 mm, a incidência da doença pode 

atingir até 60%. Estes dados refletem a característica explosiva da PFC sob condições 

ambientais favoráveis ao fungo (Soares-Colletti et al., 2016). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guarnaccia%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29503469
https://scholar.google.com.br/citations?user=lqKA50IAAAAJ&hl=pt-BR&oi=sra
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Todas as variedades de laranjeiras doces cultivadas no estado de São Paulo 

são suscetíveis às espécies de Colletotrichum que ocasionam a PFC (Goes et al., 

2008). O patógeno infecta as pétalas de citros, causando lesões necróticas de 

coloração pêssego a alaranjada que podem se expandir rapidamente em condições 

favoráveis de umidade e temperatura (Timmer e Brown, 2000; Timmer e Peres, 2015). 

O desenvolvimento e penetração das hifas nas pétalas pode ocorrer intra e 

intercelularmente (Marques et al., 2013). Grupos inteiros de flores podem ser atacados 

deixando toda a inflorescência com pétalas de coloração laranja a amarronzada 

(Timmer e Peres, 2015). Após a queda das pétalas, o fruto recém-formado apresenta 

coloração amarelo pálido e cai, mas para a maioria das variedades o cálice permanece 

retido ao ramo, o que diferencia a PFC da queda fisiológica de frutos (Timmer e Brown, 

2000; Lima et al., 2011). 

O ciclo epidemiológico da doença é mantido pela dispersão de um número 

abundante de conídios formado nos acérvulos, na superfície das flores infectadas, que 

são dispersos por gotículas de água para flores saudáveis (Timmer et al., 1994). O 

fungo infecta as flores rapidamente e produz uma infecção extensiva em 48 horas, e 

acérvulos em cinco dias (Agostini et al., 1992; Zulfiqar et al., 1996). Assim, enquanto 

houver flores no pomar e condições ambientais favoráveis a doença se espalha pelas 

plantas.  

Os conídios depositados na superfície dos tecidos vegetais formam apressórios 

e infecções quiescentes que servem como estruturas de sobrevivência durante os 

períodos em que as flores estão ausentes. Quando as flores se encontram disponíveis 

e expostas à umidade, os apressórios germinarão e darão origem a novos conídios, 

responsáveis pelas infecções dos órgãos florais (Agostini e Timmer, 1994; Zulfiqar et 

al., 1996; Mackenzie et al., 2009). Desta forma, as primeiras pétalas produzidas na 

primavera, provavelmente estimulam a germinação de apressórios e a formação de 

conídios para iniciar um novo ciclo de infecção (Timmer e Peres, 2015).  

Em laranjeiras doces, o fungo exerce o ciclo de vida necrotrófico nas flores e 

biotrófico nas folhas (Peres et al., 2005; Mackenzie et al., 2009). O fungo se reproduz 

primariamente nas pétalas e, portanto, não se reproduz na ausência das mesmas 

(Zulfiqar et al., 1996; Timmer e Peres, 2015).  
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Epidemias graves de PFC são relatadas quando períodos prolongados de 

chuva ocorrem em pomares de citros durante a floração (Timmer e Zitko, 1993). No 

entanto, como a disseminação dos conídios ocorre tipicamente por respingos de 

chuva, a capacidade desse patógeno de espalhar a longa distância é limitada (Bailey 

e Jeger, 1992). 

 

2.4.  Métodos de Controle   

 

O controle da PFC fundamenta-se basicamente em pulverização de fungicidas 

nas fases iniciais de florescimento das plantas (Denham, 1979; Fagan, 1984b). No 

passado, Metil-benzimidazol-carbamato - (MBC) (benomyl, tiofanato metilico e 

carbendazim), inibidores de desmetilação de esteróis (DMI) (por exemplo, 

difenoconazol) e fungicidas de múltiplos locais (por exemplo, folpet) eram usados para 

controlar a Podridão Floral do Citrus (PFC) no Brasil (Goes et al., 2008, Peres et al., 

2004a). Cintra (2009), verificou-se que os fungicidas benzimidazóis, assim como folpet 

e piraclostrobina quando aplicados em órgãos florais nos estádios ‘cabeça-de-fósforo’ 

e ‘cotonete’ não diferiram entre si, exibindo efeiciência no controle do patógeno causal. 

Entretanto, nos anos seguintes, os fungicidas benzimidazóis e folpet foram excluídos 

da lista PIC (Produção Integrada de Citros – Citros Brasil) 

(http://www.citrusbr.com/download/ProteCitrusPT-31.01.20.pdf). 

No Brasil e em diversos países da América do Sul e América do Norte o controle 

da PFC é feito mediante pulverizações com fungicidas triazóis, responsáveis pelos 

inibidores da desmetilação (DMI), associados com fungicidas inibidores da quinona 

externa (QoI), que correspondem às estrobilurinas (Silva-Junior et al., 2014). Os 

fungicidas DMI impactam negativamente no núcleo de síntese de ergosterol, um 

importante componente da membrana plasmática de fungos, com consequente 

extravasamento do protoplasma celular (Juliatti, 2005). Fungicidas do grupo das 

estrobilurinas atuam na cadeia de transporte de elétrons, prejudicando o metabolismo 

energético dos fungos atingidos (Bortolini e Gheller, 2012).  
O controle da PFC deve ser realizado mediante aplicações preventivas de 

fungicidas a partir das fases iniciais de florescimento das plantas, no estádio R1, 

estendendo-se até R6 (Cintra, 2009). Em áreas com histórico da doença, quando da 

http://www.citrusbr.com/download/ProteCitrusPT-31.01.20.pdf
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ocorrência de condições favoráveis ao desenvolvimento dos sintomas, deverão ser 

realizadas aplicações que possibilitem boa proteção da florada. 

Associado à PFC, no estado de Sào Paulo, é relativamente comum a 

ocorrência da pinta preta dos frutos, cujo controle deve ser alicerçado principalmente 

no uso de fungicidas do grupo das estrobilurinas, praticamente o único grupo 

disponível para o controle do patógeno, P. citricarpa. Dessa feita, coincidentemente 

este grupo de fungicida é utilizado no controle de ambos os grupos de agentes 

causais, elevando significativamente o nível de exposição patógenos-fungicidas, 

aumentando a vulnerabilidade à seleção de linhagens resistentes dos patógenos 

(Brent e Hollomon, 2007). Pese-se ao apontado o fato de que, devido ao potencial 

destrutivo da PFC, o uso de fungicidas é por vezes realizados desnecessariamente, 

ampliando os riscos apontados. Acresce-se, ainda, que dado a elevada distribuição 

geográfica de inóculo dos agentes causais, associado à falta de descontinuidade 

espaço-temporal de pomares cítricos, e à falta de opções de produtos químicos que 

pudessem viabilizar a redução do número de aplicações, e consequente rodízio de 

grupos químicos, como indicado para o manejo da resistência (Brent e Hollomon, 

2007), o nível de exposição vem sendo mantido elevado, muito embora em momentos 

estratégicos seja preconizado o uso de fungicidas cúpricos. A resistência de 

patógenos ao fungicidas tornou-se uma preocupação recorrente devido à substituição 

de fungicidas múltiplo-sítio (Folpet) para fungicidas de sitio-especifico (MBC, QoI e 

DMI). Uma vez fungicida que a resistência é estabelecida, põe em risco o controle 

eficiente das doenças das plantas (Brent e Hollomon, 2007). Embora indivíduos 

resistentes consistam em uma pequena porcentagem do total inicial de uma 

população de patógenos, essa porcentagem pode aumentar quando isolados 

sensíveis são eliminados por aplicações de fungicidas (Brent e Hollomon, 2007; Ma e 

Michailides, 2005). 

Estratégias de gerenciamento anti resistência podem ser adotadas para reduzir 

a seleção pressão por resistência (Brent e Hollomon, 2007). Isso inclui restringir as 

aplicações de fungicidas nos períodos críticos de infecção por patógenos, usando 

diferentes ingredientes ativos com modos de ações distintos em misturas ou em 

alternância e monitoramento da sensibilidade a fungicidas em populações de 

patógenos no campo (Dekker, 1982; Leadbeater et al., 2019). 
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A estratégias de alternar fungicidas ou usar misturas para controlar o PFC 

foram adotadas em Brasil nas últimas duas décadas, com o intuito de não estabelecer 

uma resistência. Não há relatos de resistência prática a fungicidas, no entanto, surtos 

de PFC foram observados em estações favoráveis, mesmo quando esses controles 

estratégias foram adotadas. Portanto, a eficácia de tais estratégias para reduzir a 

seleção de isolados resistentes de C. acutatum ao longo dos anos é desconhecida.  

(Gama et al., 2020). 

 

2.4.1. Triazois  

 

Os fungicidas pertencentes a esse grupo são orgânicos, formados pela adição 

de diferentes radicais a uma molécula de 1,2,4-triazol. À exceção do bitertanol, os 

fungicidas deste grupo são sistêmicos, absorvidos e translocados pela planta de forma 

acropetal. A depender da aplicação, podem atuar como protetores ou curativos. 

Apresentam elevada fungitoxicidade, rápida penetração e translocação nos tecidos 

vegetais. Possuem ação curativa e elevado poder residual. Agem, também, como 

protetores, com ação tóxica à germinação dos esporos e à formação do tubo 

germinativo e do apressório. Entretanto, esta proteção é parcial, já que o patógeno 

pode penetrar em tecidos tratados. Como curativo, ocorre a inibição do 

desenvolvimento do haustório e/ou do crescimento micelial, no interior do tecido do 

hospedeiro (Ehr e Kemmitt, 2002; Forcelini, 1994). 

Os triazóis são fungicidas que agem inibindo a biossíntese de ergosterol pela 

inibição da desmetilação do carbono na posição 14 (C14). As células fúngicas quando 

entram em contato com fungicidas desse grupo acumulam esteróis, como o 4,4-dimetil 

e o 4α-metil, ambos com radical 14α-metil, promovendo, por sua vez, a inativação do 

processo de desmetilação do lanosterol, até compostos intermediários, precursores 

do ergosterol. Este fato deve-se à ocupação pelo fungicida de sítios ativos destinados 

à ligação da enzima 14α-demetilase ao citocromo P-450, catalisador da reação de 

oxidação de 14α-metil até 14α-hidroximetil, primeiro passo no processo de 

demetilação. A ausência do ergosterol e o aumento de compostos intermediários 

promovem uma desorganização da estrutura celular, induzindo a formação de 

membranas alternativas. A adição de ergosterol nestas células não reverte o 
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processo, visto que as posições a ele destinadas são ocupadas por outros esteróis. 

Com doses elevadas de fungicida, observa- se dano direto sobre a membrana assim 

como alterações morfológicas. Estas alterações se caracterizam por inchamento das 

células, vacuolização excessiva, septação incompleta, aparecimento de vesículas 

entre a membrana e a parede celular e a formação de inclusões membranosas 

(Forcelini, 1994; Tomlin, 2002).  

Com relação ao desenvolvimento de resistência pelos fungos a esse grupo, é 

necessário considerar que existe uma grande diferença no espectro de ação dos 

diferentes fungicidas deste grupo. Existem relatos de resistência conhecida em várias 

espécies de fungos. Assim, é prudente considerar que a resistência cruzada pode 

ocorrer entre ativos dos fungicidas inibidores de desmetilação (DMI) utilizados contra 

o mesmo fungo (Rodrigues, 2006), como foi o caso da constante exposição destes 

fungicidas à P. pachyrhizi. Tal fato, portanto, a considerar os fatos de que os citros 

são hospedeiros perenes, existe baixa variabilidade genética entre os matérias 

genéticos adotados, conta-se, às vezes, com longos períodos de suscetibilidade dos 

tecidos vegetais, e à existência de condições favoráveis a diversos patógenos 

naturalmente expostos quando do seu uso nos pomares, existe a possibilidade da 

seleção de linhagens de fungos resistentes, o que culminaria no compromentimento 

das ferramentas disponíveis, com consequente prejuízos.  

Dentre os fungicidas registrados para a cultura dos citros, no Brasil, tem-se o 

difenoconazole e o tebuconazole (MAPA, 2021).  

 

2.4.2. Estrobilurinas 

 

As estrobilurinas foram biossintetizadas a partir de um metabólito secundário 

produzido pelo fungo Strobilurus tenacellus e, por isso, são assim chamadas. Este 

grupo começou a ser comercializado como fungicida em 1996, sendo amplamente 

usado de forma isolada e em mistura com os triazóis (Rodrigues, 2006). 

As estrobilurinas agem inibindo a respiração mitocondrial, bloqueando a 

transferência de elétrons entre o citocromo b e o citocromo c1, no sítio Qo, interferindo 

na produção de ATP. O ciclo da coenzima Q (CoQ) ocorre em duas etapas: na 

primeira, sua forma reduzida ubiquinol (QH2) libera dois H+ e um elétron, que passa 
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para um centro ferro-enxofre (Fe-S), gerando semiquinona (Q-). Este elétron flui do 

Fe-S para o citocromo c1, que o encaminha ao complexo IV, através do citocromo c 

solúvel. Q- transfere seu elétron para o citocromo b566, formando CoQ, que migra para 

o lado da MMI voltado para a matriz. O citocromo b566 transfere o elétron para b560 

que, por sua vez, o devolve à coenzima Q, regenerando Q-. Na segunda etapa uma 

nova molécula de QH2 chega ao complexo III, o mesmo processo se repete até a 

liberação da CoQ. O elétron que permanece no complexo III reage com a Q- do ciclo 

anterior e 2 H+ da matriz, regenerando QH2. O ciclo ocorre na forma de dismutação, 

em que duas moléculas de QH2 são transformadas em Q e QH2, tendo Q- como 

intermediária. Deste modo, a CoQ existe em três formas: QH2, Q e Q-, sendo as duas 

primeiras solúveis, podendo se moverem através da membrana, e a última não 

lipossúvel fica imóvel, presa próximo à fase aquosa da matriz (Oliveira, 2016). 

Os inibidores da ubiquinona bloqueiam sua redução pelo citocromo b nas duas 

etapas, impedindo desta forma esta reação (Gutierrez-Cirlos e Trumpower, 2002). A 

seletividade das estrobilurinas não parece estar baseada nas diferenças de sítios 

mitocondriais dos organismos alvos, mas sim sobre diferenças estruturais de 

membranas celulares na penetração e degradação de fungos vegetais e animais. O 

ingrediente ativo atua em doses que não atingem as mitocôndrias em células de 

plantas e animais, evitandos riscos ao meio ambiente e a saúde (Venancio et al., 

1999). 

Os fungicidas deste grupo atuam preventivamente, inibindo a germinação dos 

esporos, com alguma ação curativa e erradicante, inibindo também o desenvolvimento 

de fungos nos estágios iniciais de pós-germinação, com atividade antiesporulante. As 

moléculas são absorvidas pelas folhas de forma gradual e constante, conferindo uma 

proteção por mais tempo e difundindo-se pela folhaAs moléculas deste grupo 

apresentam difusão translaminar. São eficientes contra um grande número de 

fitopatógenos, em todas as classes de fungos, a baixas concentrações, permitindo um 

maior intervalo entre as aplicações (Venancio et al., 1999). 

A resistência de fungos à estrobilurina é conhecida em várias espécies de 

fungos. Os sítios alvo para mutação são G143A (substituição de guanina por adenina 

na posição 143) e F129L (fenilalanina por leucina na posição 129) (Pasche et al., 

2005), e existem ainda mecanismos adicionais como a rota alternativa na respiração 
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mitocondrial. A oxidase alternativa catalisa uma redução de quatro elétrons do 

oxigênio para a água e é especificamente inibida por vários compostos. Quando os 

elétrons passam para a rota alternativa a partir da ubiquinona, dois sítios de 

conservação de energia (complexo III e IV) são desviados, e não há formação de 

ATP. Não há sítio de conservação de energia na rota alternativa entre a ubiquinona e 

o oxigênio, a energia que seria armazenada na forma de ATP (Trifosfato de 

Adenosina) é perdida por calor quando os elétrons são desviados a partir da rota 

alternativa (Rodrigues, 2006).  

Dentre os fungicidas registrados para a cultura dos citros, no Brasil, encontram-

se a azoxistrobina, piraclostrobina e trifloxistrobina (MAPA, 2021).  
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

O trabalho foi conduzido no Laboratório de Fitopatologia, do Departamento de 

Ciências da Produção Agrícola, na Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias 

(FCAV), UNESP, Campus de Jaboticabal.  

 

      3.1. Obtenção dos isolados  

 

Os isolados das espécies de Colletotrichum spp. foram obtidos de folhas e 

flores cítricas assintomáticas, frutos cítricos sintomáticos e assintomáticos, e flores 

com sintomas da podridão floral dos citros, de cinco municípios (Tabela 1), localizados 

no estado de São Paulo.  

 

Tabela 1. Localidade, hospedeiro, variedade de laranja doce, tecido vegetal, sintoma 
e identificação dos isolados de Colletotrichum utilizados neste estudo. 

Município Variedade 
Tecido 
Vegetal 

Sintoma1 Sigla2 Espécies3 

Olímpia (O) Valência 

Folha A OO1.11 

 
Glo 

Flores A OO2.9 Abs 

Fruto S OO3.20 Glo 

Santa Cruz do 
Rio Pardo (S) 

Pera Flores A SO2.6 
Glo 

Matão (M) Valência Folhas A MON1.5 Glo 

 
Taquaritinga (T) 

Lima Verde Fruto A TO1.3.6 Glo 

Folha Murcha Fruto A 

TO2.3.10 

 
K 

 
TO2.3.11 

 

 
Glo 

 

Bebedouro (B) Natal Folha A BO1.5 K 
1 A (tecido assintomático) e S (tecido sintomático). 
2 A siglas são formadas pelo código do município, do hospedeiro, do talhão (em caso 
de característica do talhão), do tecido vegetal (1- Folhas, 2- Flores e 3-Frutos) e, após 
o último ponto, pelo número do isolado, respectivamente. 
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3 Espécies de Colletotrichum (Abs: C. abscissum; Glo: C. gloeosporioides stricto sensu 
e K: C. karstii). 

 

Para isolamento de Colletotrichum, fragmentos de tecidos vegetais, 

sintomáticos e assintomáticos, com cerca de 5 mm foram desinfestados 

superficialmente em etanol 70% (v/v) por 30 segundos e em solução de hipoclorito de 

sódio 0,5% (v/v) por um minuto, seguido de enxágue em água destilada e secagem 

em papel de filtro esterilizados. A seguir, os fragmentos foram depositados em meio 

de cultura Batata-Dextrose-Ágar (BDA), contido em placas de Petri, seguido de 

incubação em estufas para B.O.D. a 27ºC ± 1ºC por quatro dias. Colônias típicas do 

fungo foram repicadas para tubos de ensaio contendo meio BDA onde, após o 

crescimento, a colônia foi recoberta com óleo mineral estéril para a paralisação do 

metabolismo e preservação das culturas. 

A taxonomia dos isolados utilizados nesse trabalho foi determinada 

previamente por Carboni (2018), sendo caracterizado por C. gloeosporioides sensu 

stricto, C. abscissum e C. karstii, empregando análises de sequência multilocus. 

 

3.2. Avaliação da inibição micelial das espécies de Colletotrichum a fungicidas 

 

Os fungicidas utilizados foram tebuconazol (Tebufort BR 200 EC® UPL – 

Campinas, SP), difenoconazol (Score 250 EC® Syngenta – São Paulo, SP), 

trifloxistrobina + tebuconazol (Nativo 200 SC® Bayer S.A. – São Paulo, SP), e 

azoxistrobina + difenoconazol (Priori Top 200 SC® Syngenta – São Paulo, SP). 

Tebuconazol e difenoconazol são pertencentes ao grupo dos inibidores da 

desmetilação (DMI), e as trifloxistrobina e azoxistrobina são pertencentes ao grupo 

inibidores de quinona externa (QoI) (Frac, 2016). Para o preparo do meio de cultura 

com fungicida foi adotada metodologia semelhante à descritas por Fischer et al. (2012) 

e Espinoza-Altamirano et al. (2017). Para tal, uma alíquota do ingrediente ativo 

difenoconazol foi previamente diluída em água destilada estéril (1:10), e a partir desta, 

uma solução estoque de 125.000 µg mL -1 foi preparada. Os demais ingredientes 

ativos foram diluídos em água destilada estéril (1:10), e a partir desta, uma solução 

estoque de 100.000 µg mL-1 foi preparada. Posteriormente, foram realizadas diluições 

para a obtenção das concentrações 0,01; 0,10; 1; 10 e 100 µg mL-1 para os fungicidas. 
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A suspensão e/ou solução dos fungicidas foram adicionadas ao meio de cultura 

batata-dextrose-ágar (BDA) fundente (45-50 °C), sendo levemente agitados para a 

sua mistura e homogeneização, e posteriormente vertidos 20 mL em cada placa de 

Petri. Após 24 horas, discos de colônias (5 mm), obtidos da perferia de colônias com 

crescimento ativo foram removidos e justapostos na superfície de meio de cultura 

BDA, com fungicidas. Posteriormente, as culturas foram incubadas em estufa do tipo 

BOD a 25 °C ± 1 °C, e fotoperíodo de 12 h, por um período de seis dias.  

O delineamento experimental adotado foi o de bloco inteiramente casualisados 

(DIC), em esquema fatorial de 9x4x5, correspondente a nove isolados (Colletotrichum 

spp.), com quatro fungicidas e cinco concentrações dos fungicidas (0,01; 0,10; 1; 10 

e 100 µg mL-1), e testemunha (crescimento micelial somente em meio BDA), em três 

repetições, para cada fungicida. A avaliação foi realizada com base na determinação 

do efeito inibitório dos fungicidas no tamanho das colônias. 

A inibição do tamanho das colônias foi determinada mediante mensuração do 

crescimento micelial, em dois sentidos perpendiculares entre si. A partir dos dados do 

diâmetro das colônias foi determinada a porcentagem de inibição de crescimento 

(PIC), comparando-se o diâmetro médio, em centímetros, entre as colônias nos 

tratamentos com fungicida e a testemunha, após seis dias de incubação (Edgington 

et al., 1971): 

 

 
 

PIC = ( diâmetro da testemunha – diâmetro do tratamento ) .100 

    diâmetro da testemunha     

          

   

 

Para análise de variância foi adotada programa AgroEstat (Barbosa e 

Maldonato-Junior, 2015). Posteriormente, as médias dos tratamentos foram 

separadas pelo método Scott-Knott em nível de 5 % de probabilidade. Os dados do 

crescimento micelial foram previamente transformados em x+k, sendo k = 0,5, e 

quando significativos foi realizada, a análise de regressão.  

O índice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) foi determinado pela 

equação descrita por Oliveira (1991):  
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Onde: D: diâmetro médio atual da colônia; 

Da: diâmetro médio atual da colônia do dia anterior e  

N: número de dias após a inoculação 

 

 

A CE50 (concentração efetiva para inibição do crescimento micelial em 50%) foi 

determinada por meio das médias de inibição do crescimento micelial e o logaritmo 

da concentração do fungicida. Para classificação do nível de sensibilidade dos 

isolados foi adotada escala semelhante a empregada por Joshi et al. (2013), em que 

os padrões de sensibilidade foram estabelecidos conforme: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          

  IVCM =  ∑  (D - Da)   

           N   

          

< 100 μg mL-1 Altamente Sensível  AS 

101 ≥ 200 μg mL-1 Sensível  S 

201 ≥ 300 μg mL-1 Moderadamente Insensível  MI 

301 ≥ 400 μg mL-1 Insensível  I 

> 400 μg mL-1 Altamente Ansensível  AI 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A espécie de Colletrotrichum gloeosporioides, segundo o índice de velocidade 

de crescimento micelial (IVCM), obteve um maior crescimento quando comparada 

com as espécies C. karstii e C. abscissum (Figura 1),  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Com base na porcentagem de inibição do crescimento micelial (PIC), foi 

constatado que com exceção de um dos isolados de C. karstii (TO2.3.10), todos os 

demais isolados de C. gloeosporioides, C. abscissum e C. karstii foram inibidos 

quando expostos a meio de cultura contendo tebuconazol a 10 µg mL-1 (Tabela 2).  

Os isolados TO2.3.10 e BO1.5, correspondentes ao Colletotrichum karstii, 

apresentaram inibição do crescimento micelial a partir das concentrações de 1 µg mL-

1 e 10 µg mL-1, respectivamente. Tais resultados mostraram-se convergentes a os 

obtidos por Oliveira (2018), o qual observou que isolados de C. karstii foram totalmente 

inibidos a 5 µg mL-1, sendo, pois, a dosagem efetiva do crescimento micelial. 

 

 

Figura 1. Índice de crescimento micelial das espécies de Colletotrichum 

gloeosporioides, Colletotrichum karstii e Colletotrichum abscissum. 
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Tabela 2. Porcentagem de inibição do crescimento micelial (PIC) de isolados 
Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum abscissum e Colletotrichum karstii em 
diferentes concentrações (µg mL-1) do fungicida tebuconazol in vitro. 

 
Espécies1  

 
Isolados 

Tebuconazol (µg mL-1) 

0,01 0,10 1,0 10 100 

Glo OO1.11 5,109 aC 4,024 aD 7,779 aB 8,941 aA 9,673 aA 
Abs OO2.9 2,481 bC 1,769 cC 7,832 aB 9,078 aA 9,078 aA 
Glo OO3.20 2,943 bD 4,838 aC 6,939 bB 8,994 aA 9,488 aA 
Glo SO2.6 2,439 bC 3,211 bC 7,062 bB 8,720 aA 9,648 aA 
Glo MON1.5 1,985 cC 1,796 cC 7,486 aB 9,006 aA 9,630 aA 
Glo TO1.3.6 2,790 bC 3,572 bC 7,698 aB 9,410 aA 9,668 aA 
K TO2.3.10 1,434 cC 2,943 bB 8,453 aA 9,164 aA 9,518 aA 

Glo TO2.3.11 1,521 cD 4,103 aC 7,037 bB 8,531 aA 9,056 aA 
K BO1.5 1,485 cD 3,499 bC 7,781 aB 8,964 aA 9,500 aA 

*Médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente entre si, maiúscula na 
coluna e minúscula na linha, pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.  
1 Espécies de Colletotrichum (Abs: C. abscissum; Glo: C. gloeosporioides stricto sensu 
e K: C. karstii). 
 

Em relação a difenoconazol, foram constatados dois grupos de isolados de 

Colletotrichum spp., sendo um deles inibidos a 10 µg mL-1 e um segundo, onde inibição 

deu-se a 100 µg mL-1. No primeiro grupo incluiu-se os isolados OO2.9, MON1.5, 

TO1,3,6 e TO2.3.10 e no segundo OO1.11, 003.20, SO2.6, TO2.3.11 e BO1.5 (Tabela 

3). Dos quatro isolados pertencentes ao grupo 1, observou-se que apenas o isolado 

OO2.9, correspondente ao Colletotrichum abscissum, apresentou inibição micelial na 

concentração de 1 µg mL-1, confirmando a eficiência deste ingrediente ativo em baixas 

concentrações.  

 

Tabela 3. Porcentagem de inibição do crescimento micelial (PIC) de isolados 
Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum abscissum e Colletotrichum karstii em 
diferentes concentrações (µg mL-1) do fungicida difenoconazol in vitro. 

 
Espécies1 

 
Isolados 

Difenoconazol  (µg mL-1) 

0,01 0,10 1,0 10 100 

Glo OO1.11 3,170 cE 6,499 cD 7,949 bC 9,004 aB 9,727 aA 
Abs OO2.9 5,649 aC 8,277 aB 9,306 aA 9,515 aA 9,533 aA 
Glo OO3.20 3,136 cE 6,014 dD 7,612 bC 8,466 bA 9,543 aA 
Glo SO2.6 2,863 cE 6,266 cD 7,811 bC 8,721 bB 9,220 aA 
Glo MON1.5 3,294 cD 6,284 cC 7,679 bB 9,032 aA 9,252 aA 
Glo TO1.3.6 3,400 cD 5,590 dC 8,177 bB 9,225 aA 9,680 aA 
K TO2.3.10 4,284 bD 6,040 dC 7,951 bB 9,205 aA 9,560 aA 

Glo TO2.3.11 4,199 bD 7,097 bC 7,540 bC 8,811 bB 9,669 aA 
K BO1.5 4,118 bE 6,617 cD 7,563 bC 8,827 bB 9,557 aA 
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*Médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente entre si, maiúscula 
na coluna e minúscula na linha, pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.  
1 Espécies de Colletotrichum (Abs: C. abscissum; Glo: C. gloeosporioides stricto sensu 
e K: C. karstii). 

 
Com relação a mistura (trifloxistrobina + tebuconazol), 56% dos isolados 

Colletotrichum spp. foram inibidos quando exposto a concentração de 1 µg mL-1. Os 

demais isolados, foram inibidos a concentração de 100 µg mL-1 (Tabela 4). Os isolados 

pertencentes à espécie C. gloeosporioides (OO1.11, OO3.20, SO2.6 e TO2.3.11), 

67% apresentaram inibição micelial na concentração 100 µg mL-1. Lopes (2015) 

trabalhando com isolados de Colletotrichum gloeosporioides, provenientes de caqui, 

iuca e antúrio, demonstrou que a combinação dos fungicidas trifloxtrobina + 

tebuconazol resultou em uma inibição do crescimento micelial diretamente 

proporcional à dosagem. O uso da mistura trifloxistrobina + tebuconazol é comumente 

adotado pelos produtores brasileiros, e se mostrou mais eficiente que o carbendazim 

no controle da PFC (Silva-Junior et al., 2014), produto que era considerado de elevada 

eficiência no controle da doença. 

 
Tabela 4. Porcentagem de inibição do crescimento micelial (PIC) de isolados 
Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum abscissum e Colletotrichum karstii em 
diferentes concentrações (µg mL-1) do fungicida trifloxistrobina + tebuconazol in vitro. 

  
Isolados 

Trifloxistrobina + Tebuconazol (µg mL-1) 
Especies1 0,01 0,10 1,0 10 100 

Glo OO1.11 6,489 aD 7,908 aC 8,888 bB 8,784 bB 9,369 aA 
Abs OO2.9 6,305 aC 8,021 aB 9,078 aA 9,078 bA 9,078 aA 
Glo OO3.20 6,433 aD 7,375 bC 8,510 bB  8,588 bB 9,298 aA 
Glo SO2.6 4,582 cD 7,183 bC 8,505 bB 8,388 bB 9,203 aA 
Glo MON1.5 5,565 bC 8,116 aB 9,427 aA 9,630 aA 9,630 aA 
Glo TO1.3.6 6,601 aC 8,157 aB 9,310 aA 9,372 aA 9,668 aA 
K TO2.3.10 5,672 bC 8,530 aB 9,518 aA 9,518 aA 9,518 aA 

Glo TO2.3.11 3,715 dC 7,013 bB 8,587 bA 8,643 bA 9,056 aA 
K BO1.5 5,703 bC 7,826 aB 9,002 aA 8,983 bA 9,500 aA 

*Médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente entre si, maiúscula 
na coluna e minúscula na linha, pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 
1 Espécies de Colletotrichum (Abs: C. abscissum; Glo: C. gloeosporioides stricto sensu 
e K: C. karstii). 
 

Não foi constatada interação significativa entre as concentrações da mistura 

azoxistrobina + difenoconazol e os isolados, pelo teste de Scott & Knott (dados não 

mostrados).  
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O R² das regressões tiveram resultados satisfatórios, acima de 0,70 o que 

implica em uma regressão acurada (Tabela 5 e Figuras 2 a 4). Os demais gráficos 

utilizados na estimativa de R² aparecem nos Anexos 1 a 3. 
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Tabela 5. Equações de regressão, R², CE50 e sensibilidade de isolados Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum abscissum e 
Colletotrichum karstii associados à sintomas de podridão floral dos citros expostos a diferentes concentrações (µg mL-1) dos fungicida. 

Equações, valores de R², CE50 e resposta quanto à Sensibilidade  

Isolados Tebuconazol Difenoconazol Trifloxistrobina + Tebucuconazol 

 
Equação de 
regressão  R² CE50* Sensib.** 

Equação de 
regressão  R² CE50* Sensib.** 

Equação de 
regressão  R² CE50* Sensib.** 

OO1.11 
y = -1,4217x + 

3,2433 0,887 1,483 AS 
y = -1,7867x + 

3,61 0,9696 0,7 AS 
y = -0,7483x + 

2,2033 0,8807 1,522 AS 

OO2.9 
y = -0,6383x + 

1,4733 0,852 1,607 AS 
y = -0,4583x + 

1,0233 0,7192 0,35 AS 
y = -0,2833x + 

0,8333 0,7605 1 AS 

OO3.20 
y = -1,6467x + 

3,76 0,975 1,578 AS 
y = -1,6833x + 

4,0033 0,9879 1,23 AS 
y = -0,8183x + 

2,6033 0,9519 3,038 AS 

SO2.6 
y = -1,5917x + 

3,5567 0,969 1,736 AS 
y = -1,4133x + 

3,46 0,9515 1,06 AS 
y = -0,9833x + 

2,73 0,8688 1,137 AS 

MON1.5 
y = -1,6367x + 

3,4067 0,921 1,521 AS 
y = -1,3467x + 

3,18 0,9542 1,05 AS 
y = -0,97x + 

1,6933 0,7965 0,272 AS 

TO1.3.6 
y = -1,7433x + 

3,4067 0,924 1,203 AS 
y = -1,6033x + 

3,1467 0,959 0,84 AS 
y = -0,8617x + 

1,77 0,8628 0,505 AS 

TO2.3.10 
y = -1,2733x + 

2,48 0,877 0,993 AS 
y = -1,0533x + 

2,2933 0,9601 1,08 AS 
y = -0,68x + 

1,27 0,7062 0,214 AS 

TO2.3.11 
y = -1,1217x + 

2,9133 0,971 2,072 AS 
y = -0,955x + 

3,2733 0,819 2,14 AS 
y = -0,84x + 

2,18 0,8395 0,825 AS 

BO1.5 
y = -1,1917x + 

2,5067 0,938 1,228 AS 
y = -0,9083x + 

2,0833 0,9801 2,08 AS 
y = -0,6583x + 

1,53 0,8571 0,638 AS 

*CE50= Concentração mínima necessária para inibição de 50% do crescimento de colônias. 
**Classificação em função da CE50, onde: CE50 < 100 μg mL-1 - altamente sensível (AS); 101 ≥ 200 μg mL-1 – sensível (S); 201 ≥ 
300 μg mL-1 - moderadamente insensível (MI); 301 ≥ 400 μg mL-1 – insensível (I) e  > 400 μg mL-1 – altamente insensível (AI)
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Figura 2. Inibição micelial dos isolados de Colletotrichum abscissum, 
Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum karstii, sob diferentes 
concentrações do fungicida tebuconazol com os isolados OO2.9 (C. abscissum) 
(A), OO3.20 (C. gloeosporioides) (B) e BO1.5 (C. karstii) (C). 
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Figura 3. Inibição micelial dos isolados de Colletotrichum abscissum, 
Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum karstii, sob diferentes 
concentrações do fungicida difenoconazol com os isolados OO2.9 (C. 
abscissum) (A), OO3.20 (C. gloeosporioides) (B) e BO1 (C. karstii) (C). 
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Figura 4. Inibição micelial dos isolados de Colletotrichum abscissum, 
Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum karstii, sob diferentes 
concentrações do fungicida trifloxistrobina + tebuconazol com os isolados OO2.9 
(C. abscissum) (A), OO3.20 (C. gloeosporioides) (B) e BO1.5 (C. karstii) (C). 
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De acordo com a CE50 (concentração efetiva para inibição do crescimento 

micelial em 50%), C. karstii se enquadrou na classificação como altamente 

sensível, com médias de 1,110 µg mL-1, 1,581 µg mL-1 e 0,426 µg mL-1 para os 

fungicidas tebuconazol, difenoconazol e trifloxistrobina + tebuconazol, 

respectivamente (Tabela 5). Observou que a CE50 variou de 0,21 µg mL-1 e 0,63 

µg mL-1, para os isolados TO2.3.10 e BO1.5, respectivamente para o fungicida 

trifloxistrobina + tebuconazol. Resultados semelhantes foram encontrados para 

isolados de C. acutatum e C. gloeosporioides, em citros, sensíveis a Qols, 

inibindo de forma efetiva o crescimento do patógeno in vitro (Gama, 2017). Na 

cultura do morangueiro, estudo semelhante foi encontrado para isolados de C. 

acutatum sensíveis a QoIs, na qual a CE50 foi de 0,22 µg mL-1 (Forcelini et al., 

2016). Já para a espécie C. karstii, um estudo realizado com pinha e graviola 

mostrou variação na CE50, para os fungicidas azoxistrobina, tebuconazol, 

difenoconazol e azoxistrobina + difenoconazol com valores de 0,0 µg mL -1, 

0,0353 µg mL-1, 0,0366 µg mL-1 e 0,0072 µg mL-1 respectivamente, sendo 

altamente sensíveis e convergentes com este estudo.  

De acordo com os valores de CE50 obtidos para a espécie C. abscissum, 

enquadrou como altamente sensível aos fungicidas tebuconazol, difenoconazol 

e trifloxistrobina + tebuconazol, com valores 1,607 µg mL -1, 0,348 µg mL-1 e 1 

µg mL-1, respectivamente (Tabela 5). Gama (2017) comprovou a eficiência na 

sensibilidade do complexo Colletotrichum acutatum, causadores da podridão 

floral dos citros, ao fungicida tebuconazol. 

Os valores de CE50 obtidos para os isolados pertencentes a espécie C. 

gloeosporioides, permitiu enquadrá-los como altamente sensíveis a todos os 

fungicidas, indicando que houve uniformidade na sensibilidade dos isolados. No 

meio de cultura com adição de tebuconazol, a CE50 média, mínima e máxima de 

todos os isolados foi de 1,598, 1,203 e 2,072 µg mL-1 respectivamente. Tavares 

e Souza (2005) em testes in vitro com tebuconazol, observaram a inibição do 

crescimento micelial de C. gloeosporioides em plantas de citros da variedade 

Natal. Resultados semelhantes foram registrados para Colletotrichum 

gloeosporioides em citros (Goes, 1995) e em mamão (Tavares e Souza, 2005). 

Para a mistura de trifloxistrobina + tebuconazol a CE50 média, mínima e máxima 
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de todos os isolados foi de 1,216, 0,272 e 3,038 µg mL -1, respectivamente 

(Tabela 5), classificando os isolados como altamente sensíveis.  

Rinaldo (2010) testou a combinação do fungicida trifloxistrobina + 

tebuconazol aplicando no florescimento das plantas cítricas, onde mostrou-se 

que o tratamento foi eficiente no controle da PFC.  

Estudo realizado por Mendonça (2014) mostrou que formulações 

comerciais resultantes das misturas de fungicidas do grupo das estrobilurinas e 

triazóis, quando aplicados preventivamente em plantas de citros, a partir das 

fases iniciais de florescimento, estendendo-se até a queda das pétalas, são 

eficientes no controle de C. acutatum e C. gloeosporioides, agentes causais da 

PFC, com reflexos positivos em aumento da produção. A mistura trifloxistrobina 

+ tebuconazol é utilizada para o controle de outras doenças, em um estudo 

realizado por Galli (2003), o fungicida foi eficiente para o controle da pinta preta 

(Phyllosticta citricarpa) em citros em diferentes dosagens. 

Em condições de campo, de um modo geral são necessárias diversas 

aplicações de fungicidas visando ao controle preventivo de PFC, cujos 

resultados são exitosos na maioria das situações. Entretanto, possíveis 

adversidades em termos de respostas aos tratamentos advêm mais 

apropriadamente às condições técnicas de uso dos fungicidas que, obviamente, 

à eficiência dos ingredientes ativos. 

Para o caso do estado de São Paulo, o florescimento das plantas ocorre 

no período de primavera, após estresse resultante de horas acumuladas com 

temperatura inferior a 16 °C, ou por déficit hídrico. Todavia, na região sudoeste 

do estado, o florescimento às vezes se inicia em meses do inverno e, dado a 

temperatura mais amena, com média em torno de 18 °C, o período de 

florescimento mostra-se mais longo, estendendo por cerca de 90 dias. Nestes 

locais, devido tais condições ambientais, quando acompanhados por chuvas, 

são necessárias mais de uma dezena de aplicações de fungicidas e, mesmo 

nestas circunstâncias com prejuízos significativos. 

Nos Brasil, o uso da mistura dos triazois e estrobilurinas vem sendo eficaz 

no ontrole dos patógenos associados a podridão floral do citros. No presente 

estudo observou-se que a mistura de trifloxistrobina + tebuconazol apresentou 

maior eficiência quando comparada aos triazois isoladamente. Segundo Gama 
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(2017), não foi encontrado isolados dos complexos C. gloeosporioides e C. 

acutatum resistentes aos fungicidas DMIs ou a QoIs. Entretanto, a utilização de 

ingredientes ativos aplicados em mistura pode ser uma ferramenta importante 

no manejo da resistência (Brent e Hollomon, 2007). Mesmo que haja a presença 

de populações resistentes a um dos fungicidas da mistura, o outro ingrediente 

ativo de modo de ação distinto pode ser suficiente para inibir o crescimento da 

população resistente (Fao, 2016). 

Neste estudo, embora a eficiência de tebuconazol tenha sido evidenciada 

e comparável à sua combinação com fungicidas QoI, esta prática deve ser 

mantida uma vez que, ao lado da sua eficiência verificada em condições práticas, 

também se constitui em alternativa para a minimização dos riscos de perda de 

sensibilidade e seleção de linhagens de Colletotrichum resistentes aos 

fungicidas DMI e QoI.  
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5. CONCLUSÃO 

 

In vitro, as espécies C. abscissum, C. gloeosporioides e C. karstii 

associadas a laranjeiras doces são altamente sensíveis aos fungicidas 

tebuconazol, difenoconazol e à formulação comercial de trifloxistrobina + 

tebuconazol; 

A combinação trifloxistrobina + tebuconazol se mostrou mais eficiente que 

tebuconazol e difenoconazol avaliados isoladamente.  
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APÊNDICE 

Anexo 1 - Gráficos de crescimento micelial em doses crescentes de 

tebuconazol. 

 

 

 

Figura 5. Inibição micelial dos isolados de C. gloeosporioides e C. karstii, sob 
diferentes concentrações do fungicida tebuconazol, com os isolados OO1.11(C. 
gloeosporioides) (A), SO2.6 (C. gloeosporioides) (B), MON1.5 (C. 
gloeosporioides) (C), TO1.3.6 (C. gloeosporioides) (D), TO2.3.10 (C. karstii) (E) e 
TO2.3.11(C. gloeosporioides) (F). 
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Anexo 2 - Gráficos de crescimento micelial em doses crescentes de 

difeconazol.  

 

 

 

 

 

Figura 6. Inibição micelial dos isolados de C. gloeosporioides e C. karstii, sob 
diferentes concentrações do fungicida difeconazol, com os isolados OO1.11(C. 
gloeosporioides) (A), SO2.6 (C. gloeosporioides) (B), MON1.5 (C. 
gloeosporioides) (C), TO1.3.6 (C. gloeosporioides) (D), TO2.3.10 (C. karstii) (E) 
e TO2.3.11(C. gloeosporioides) (F). 
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Anexo 3 - Gráficos de crescimento micelial em doses crescentes de 

trifloxistrobina + tebuconazol.  
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Figura 7. Inibição micelial dos isolados de C. gloeosporioides e C. karstii, sob 
diferentes concentrações do fungicida trifloxistrobina + tebuconazol, com os 
isolados OO1.11(C. gloeosporioides) (A), SO2.6 (C. gloeosporioides) (B), 
MON1.5 (C. gloeosporioides) (C), TO1.3.6 (C. gloeosporioides) (D), TO2.3.10 
(C. karstii) (E) e TO2.3.11(C. gloeosporioides) (F). 


