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CARACTERIZAGAO MORFOCULTURAL E MOLECULAR DE
COLLETOTRICHUM spp. ASSOCIADOS A ANTRACNOSE EM MANGA, MAMAO
E GOIABA

RESUMO - O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de frutas, com mais de 40
milhdes de toneladas anuais, e uma area plantada em torno de trés milhdes de
hectares. Entretanto, esse setor ressente-se de problemas complexos, de natureza
diversa, como os de ordem fitossanitaria, dentre eles, destaca-se a antracnose,
causada por fungos do género Colletotrichum. As perdas resultantes desta doenca
dao-se em pré e pés-colheita, podendo chegar a 90% de prejuizo dependendo das
condicbes ambientais e do manejo adotado. Nas frutiferas tropicais o Colletotrichum
gloeosporioides € descrito com maior frequéncia, como agente causal da
antracnose, porem estudos recentes demonstram que nem sempre apenas essa
especie € a responsavel pela doenga. De um modo geral, os patégenos descritos
em associagdo com o0 complexo de sintomas de antrachose em frutas sao
classificados Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum acutatum. Estudos
recentes demonstram que nem sempre os critérios adotados para a classificacéo da
espécie do patdgeno associado aos sintomas sdo os adequados. Com isso, para
maior precisdo e clareza € fundamental o estudo completo desses patdgenos,
envolvendo analises simultdneas das caracteristicas morfoculturais e moleculares.

Palavras-chave: Mangifera indica, Carica papaya, Psidium guajava, Colletotrichum
gloeosporioides, marcadores ISSR.



MORPHOCULTURAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF
COLLETOTRICHUM spp. ASSOCIATED WITH ANTHRACNOSE IN MANGO,
PAPAYA AND GUAVA

ABSTRACT - Brazil ranks third among the largest fruit producers in the world with
more than 40 million tons per year and a planted area of about three million hectares.
However, this sector has complex problems of different nature, such as plant
diseases and among them, anthracnose. This disease is caused by fungi of the
Colletotrichum genus. Losses resulting from this disease happen pre- and post-
harvest, reaching 90% of damage depending on environmental conditions and
management adopted. Colletotrichum gloeosporioides is described most often as the
causal agent of anthracnose in tropical fruits; however, recent studies have shown
that this is not always the case. In general, the pathogens described in connection
with the complex symptoms of anthracnose in fruits are classified either as
Colletotrichum gloeosporioides or Colletotrichum acutatum. But, recent studies have
shown that the criteria adopted to classify the pathogen species associated with the
symptoms are not always the most appropriate. Thus, simultaneous analysis of
morphocultural and molecular characteristics are necessary to classify these
pathogen species more accurately.

Keywords: Mangifera indica, Carica papaya, Psidium guajava, Colletotrichum
gloeosporioides, ISSR markers.



CAPITULO 1 — CONSIDERAGOES GERAIS

1.1. INTRODUGAO

O Brasil € o terceiro produtor mundial de frutas, superado apenas pela China
e India, sendo responsavel por mais de 40 milhdes de toneladas produzidas. Porém,
a quantidade de frutas exportadas ainda é pequena no contexto internacional.
(ANUARIO BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 2015), mas de importancia na
economia interna.

A Organizagdo das Nagbdes Unidas para Agricultura e Alimentagcdo — FAO
(2015) contabiliza os dados de manga (Mangifera indicaL.) e goiaba (Psidium
guajava L.) em conjunto, considerando o Brasil o oitavo maior produtor dessas
frutas. Entretanto, a manga tem uma importdncia maior no cenario econémico
brasileiro, por ser a terceira fruta mais exportada do pais. A goiaba ocupa o 16°
lugar. O Brasil € o segundo maior produtor de mamao do mundo com mais de 1
milhdo de toneladas produzidas por ano, atras somente da China que produz mais
de 5 milhdes de toneladas. Dentre as frutas exportadas pelo pais, 0 mamao esta em
9° lugar.

A produtividade e a exportagdo pouco significativa é agravada pelos
problemas de ordem fitossanitaria que, dentre as doencgas, destacam-se os fungos
do género Colletotrichum, fitopatdbgenos esses importantes nas regides tropicais e
subtropicais do mundo. Esses fungos s&o os causadores de uma diversidade de
doengas como antracnose, podriddo de pedunculo, varicela em manga, abacate e
mamao (BAILEY; JEGER, 1992).

A antracnose € uma doenca endémica em diversas regides de clima tropical
umido e subtropical das trés Américas (FEICHTENBERGER et al., 2005). Os
sintomas nos frutos variam de acordo com a espécie, mas, de maneira geral,
iniciam-se por pequenas pontuagdes de coloracdo marrom a preta, com formato
circular, evoluem para manchas necréticas de coloragdo escura, com bordos
definidos e formato irregular, seguidas de podriddo de frutos, com formacdo de

massa alaranjada que contém os esporos do fungo (FERRARI et al., 2011).
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A antracnose € considerada uma das doencas mais frequentes e
responsaveis pelos maiores prejuizos em areas produtoras tanto de manga, quanto
de mamao e goiaba. Frequentemente ha a necessidade, em certas ocasides, de
tratamento pds-colheita. Alta severidade da antracnose ocorre em locais ou épocas
onde ha frequéncia de chuvas e predominancia de alta umidade relativa (EMBRAPA
2010).

A determinacdo das espécies de fungos associadas aos diversos tipos de
sintomas € essencial para os programas de quarentena, para o melhoramento
genético das plantas, para o entendimento da epidemiologia do patégeno, e também
para o controle eficiente do respectivo patégeno (FREEMAN et al., 1998; ANDRADE
et al., 2007; CAl et al., 2009).

A identificagdo de fungos filamentosos esta baseada, principalmente, em
caracteristicas morfologicas, microscépicas e macroscopicas. No entanto, esses
métodos exigem tempo, nem sempre apresentam resultados precisos, e muitas
vezes levam a diagnéstico e interpretacdes incorretas dos resultados (ATKINS;
CLARK, 2004). Acresce-se a essas dificuldades a natureza polifilética de alguns
patdogenos (TAYLOR, 1995). Para o caso de fungos do género Colletotrichum, em
particular, a literatura aponta que, em fungdo de problemas dessa natureza, tem
havido muitos equivocos na taxonomia de muitas espécies (PHOULIVONG et al.,
2010), tornando necessario revisdbes do género, como realizada por Hyde et al.
(2009). Em funcado de dificuldades dessa natureza, outras técnicas tém sido
utilizadas com éxito na caracterizagcao e identificacdo das diversas espécies,
incluindo as pertencentes ao género Colletotrichum. Dentre tais técnicas sobressai-

se 0 emprego de ferramentas moleculares (NGUYEN et al., 2010).

1.2. REVISAO DE LITERATURA

1.2.1. Antracnose

A antracnose € causada principalmente pelo fungo Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Sacc. que tem como teleomorfo (fase sexuada) Glomerella
cingulata (Stonem) Spauld. et Schrenk. Essa doenca ocorre com maior incidéncia

em pomares fechados, com pouca entrada de luz e alta umidade, cujos sintomas



podem aparecer nas fases de florescimento, maturacdo e pods-colheita. E
considerada a mais importante doenca de pods-colheita das frutiferas tropicais,
causando prejuizos que variam em fungdo do grau de suscetibilidade da planta
hospedeira e das condigdes ambientais, sendo temperaturas amenas e alta
umidade, os fatores mais favoraveis ao patogeno (SERRA et al, 2011)

Colletotrichum gloeosporioides € um patégeno polifago, com um amplo circulo
de hospedeiros, capaz de atacar diversas espécies das familias Amaranthaceae,
Chenopodiacea, Cucurbitaceae, Dioscoreacea, Leguminosae, Malvaceae,
Solanaceae, Rosaceae, entre outras (BRASIL 2015). O sintoma tipico da doencga
sdo0 manchas marrom-escuras, coalescentes, que formam lesbes irregulares nas
folhas e provocam a queda de flores e frutos jovens e a podridao de frutos maduros,
comprometendo a qualidade dos frutos e assim depreciando o produto para o
COMErcio.

Segundo o Ministerio da Agricultura (BRASIL, 2015), a antracnose € uma
doenga cosmopolita, ocorrendo em todas as areas produtoras de manga, mamao e
goiaba, sendo mais importante em regides com alta umidade e regime chuvoso
prolongado, comum em frutiferas em toda a América do Sul, América Central e sul
dos Estados Unidos da América, Australia, Filipinas e india. Ha, também, registros
da doenca na Africa do Sul e Taiwan. No Brasil, esta disseminada por todo o seu
territorio.

A infeccao dos frutos recém-formados conduz a queda prematura, enquanto
que as maiores perdas ocorrem na pos-colheita nos frutos em amadurecimento. Os
orgaos mais afetados sdo os frutos, podendo ser infectados em qualquer fase do
desenvolvimento, mas os sintomas sdo mais severos nos frutos maduros ou em
amadurecimento. As lesdes aparecem como manchas deprimidas, arredondadas,
tornando-se irregulares, marrom-escuras ou negras. Além do progresso externo da
lesdo sobre a casca, também progride para o interior da polpa. Com o avango da
doencga, as areas necroticas podem aparecer cobertas pelo micélio do fungo,
seguido da formacgdo de massas de esporos, cujas areas tornam-se alaranjadas a
rosaceas (FERRARI et al., 2011).

Colletotrichum gloeosporioides sobrevive de um periodo favoravel para outro,

em ramos secos, em lesdes, antigas ou recentes, em frutos e em partes afetadas,
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remanescentes no chao, sobre os quais esporula quando ha calor e umidade. Nas
plantas, a disseminagdo dos conidios ocorre pelos respingos da agua da chuva,
orvalho ou da irrigagao, quando sobre as plantas. O patégeno é disseminado a longa
distdncia de o6rgaos de propagacao vegetativa ou reprodutiva infectados, frutos
infectados, etc (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA 2014).

Alta umidade e temperaturas noturnas, de 20 a 24°C, adubacdes
inadequadas, ataque de pragas, periodos chuvosos prolongados que propiciam a
permanéncia de uma lamina de agua livre sobre os tecidos suscetiveis, e
temperaturas amenas (26°C), s&o condi¢gbes que favorecem o desenvolvimento da
doenca. Nao ha referéncias sobre cultivares ou variedades de goiaba e maméo
resistentes a C. gloeosporioides. Algumas cultivares de manga possuem uma certa
resisténcia a antracnose, porém nao sao exploradas comercialmente (BRASIL
2015).

Como meétodo de controle recomenda-se pulverizagbes com fungicidas
protetores antes do desenvolvimento dos frutos, para reduzir o potencial de inéculo
dentro do pomar. O numero de produtos registrados para culturas é restrito. O
tratamento de pos-colheita compreende a aplicagdo de fungicidas protetores, com
destaque para os fungicidas cupricos, os de maior aceitabilidade (SOUZA, 2011),
embora haja muita semelhancga entre as formula¢gdes (JOHNSON; HOFMAN, 2009).
Geralmente, os fungicidas cupricos, por serem de contato e facilmente lavaveis, nao
sdo muito eficazes, a menos que aplicados com outros fungicidas, como os
ditiocarbamatos (RIBEIRO, 2005; PLOETZ, 2010). No entanto, o emprego do
mancozeb, do grupo dos ditiocarbamatos, ndo € aceito em alguns paises, como por
exemplo, nos Estados Unidos (AKEM, 2006; PLOETZ, 2010).

1.2.1.1. Etiologia e sintomatologia

O agente causal da antracnose em goiaba e em manga foi descrito
primeiramente como uma estirpe virulenta de C. gloeosporioides (Penz.) Sacc., a
qual tem como teleomorfo Glomerella cingulata (Stonem) Spauld. et Schrenk.

O fungo C. gloeosporioides, pertencente a ordem Melanconiales, produz

acérvulos subepidérmicos, dispostos em circulos, dos quais sido liberados os
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conidios através de uma mucilagem de coloracdo alaranjada (ARAUZ, 2000;
RIBEIRO, 2005) (Figura 1). Os conidios s&o hialinos e gutulados, uninucleados, com
12-19 ym de comprimento, por 1,0-6,0 pym de largura, arredondados nas
extremidades e levemente curvos (RIBEIRO, 2005). Ja o teleomorfo G. cingulata,
possui peritécios rostrados, subesféricos e agrupados num estroma, ou bem
separados. Os ascos sao subclavados, medindo 42- 60 x 10-12 um. Os ascésporos
sao hialinos, unicelulares e curvados, medindo 12-24 x 4-6 ym (RIBEIRO, 2005).

A produgéo de ascosporos de G. cingulata foi detectada em restos culturais
sobre o solo, em 1976 (GORDILLO; HERNANDEZ, 1980). Entretanto, o papel do
estadio sexual no ciclo da doenga mostra-se ainda desconhecido (FITZELL; PEAK,
1984; ARAUZ, 2000). Os conidios, por outro lado, constituem-se na fonte primaria
de indéculo, e sao formados abundantemente na copa das plantas (FITZELL; PEAK,
1984) que, no caso da manga, sao formados tanto em lesdes existentes em folhas,
ramos, paniculas, como em frutos (RIBEIRO, 2005; ARAUZ, 2000)

As espécies mais comumente associadas a antracnose em frutiferas sado C.
gloeosporioides e C. acutatum, as quais encontram-se amplamente disseminadas
em todo o mundo, e possuem extensa gama de hospedeiros. O fungo C.
gloeosporioides ja foi relatado em mais de 470 géneros de hospedeiros (DODD et
al., 1991; CANNON et al., 2008); por sua vez, C. acutatum foi relatado em mais de
34 géneros de plantas (WALKER et al., 1991).
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Figura 1 - Ciclo geral das doengas causadas por Colletotrichum spp, em diversos
hospedeiros. Adaptado de Agrios 2005.

Os métodos convencionais para a identificacdo de espécies de Colletotrichum
tém se baseado principalmente em diferengas morfolégicas, como cor da colbnia,
tamanho e forma dos conidios, temperatura 6tima e taxa de crescimento in vitro e
presenga ou auséncia de setas nos acérvulos (SMITH; BLACK, 1990; GUNNELL;
GUBLER, 1992; SUTTON, 1992). No entanto, devido as influéncias ambientais

sobre a estabilidade das caracteristicas morfologicas, e a existéncia de formas
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intermediarias, tais critérios, na maioria das situagdes, mostram-se insuficientes para
uma diferenciacdo confiavel das espécies de Colletotrichum (FREEMAN et al.,
1998). Em funcdo disso, técnicas moleculares associadas as caracteristicas
morfolégicas e biolégicas vém sendo empregadas com sucesso, possibilitando a
caracterizagdo adequada de grande numero de espécies fungicas (FREEMANN et
al., 1998; LOPEZ, 2001; TOZZE JUNIOR et al., 2007; ANDRADE, 2007).

De um modo geral, os sintomas de antracnose s&o caracterizados por
manchas necréticas, queima e queda de flores, podridao e queda de frutos, cancro e
secamento de ramos (BRASIL, 2014). As manchas sao necroticas, de coloragéo
escura, com bordos definidos e formato irregular nas folhas. Nos ramos, as manchas
sao escuras, as vezes deprimidas, podendo causar seca dos ramos e dos ponteiros.
Nas flores ocorre seca ou abscisdao e, quando infectadas através do botao floral,
podera afetar o desenvolvimento do fruto, causando a sua queda prematura e/ou o
seu apodrecimento. Os sintomas nos frutos variam de acordo com a espécie, mas,
de maneira geral, iniciam-se por pequenas pontuacdes de coloragdo marrom a
preta, com formato circular, onde frequentemente sdo observados circulos
concéntricos, com massas alaranjadas que contém os esporos do fungo. As lesdes
evoluem e atingem parte do fruto ou necrosando-o completamente. As necroses
ultrapassam a casca e alcangam a polpa do fruto. Uma vez dentro do fruto, o fungo

causa escurecimento da polpa (FERRARI et al., 2011).

1.2.1.2. Epidemiologia

Os fungos da espécie Colletotrichum infectam os frutos em diferentes
estadios fenoldgicos, podendo permanecer quiescentes, dessa forma assintomaticos
até a maturagédo (SOARES; LOURENCO; AMORIM, 2008).

A sobrevivéncia de Colletotrichum spp. da-se, via de regra, por meio de
apressorio, formado sobre o tecido maduro de folhas e ramos, ou mantendo-se na
forma de infec¢do quiescente; endofiticamente, em tecidos vegetais (AGOSTINI et
al.,, 1992; AGOSTINI; TIMMER, 1994; TIMMER et al., 1994); em hospedeiros
alternativos (FREEMAN et al., 2000; HOROWITZ et al., 2002); e no ambiente
(NORMAN; STRANDBERG, 1997; FREEMAN et al. 2002). Os conidios, por outro

lado, constituem-se na fonte primaria de indculo, e sdo formados abundantemente
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na copa das plantas (FITZELL; PEAK, 1984), tanto em lesdes existentes em folhas,
ramos, paniculas, como em frutos (RIBEIRO, 2005; ARAUZ, 2000).

Sobre tecido das plantas, o apressoério de Colletotrichum spp. germina
emitindo uma hifa, da qual, posteriormente, sdo formados os conidios iniciais, sem a
formacgao de acérvulos. Conforme vao surgindo novos tecidos, os conidios livres, na
superficie das folhas, s&o dispersos por respingos de agua. A penetragcdo do fungo
ocorre diretamente, sem a formacdo de apressoério, porém com subsequente
formacao de acérvulos. Nessas estruturas sdo formados grande numero de novos
conidios, seguido, posteriormente, da sua disperséo por respingos de chuva e vento
(TIMMER et al., 1994).

Em testes in vitro realizados por Lima et al. (2011) com Colletotrichum spp. foi
observado que durante um molhamento de 6 a 72 horas ocorre um aumento da
germinacao de conidios e formacao de apressorios, sendo a temperatura étima de
22 a24 °C.

Quanto a temperatura, essa nao se constitui em fator limitante a produgéo de
infeccbes, porém, in vitro, a faixa 6tima para o crescimento de C. gloeosporioides
ocorre entre 25 e 30°C (SUTTON, 1992; MAIA et al., 2011) e para C. acutatum
ocorre entre 23 e 27°C (AGOSTINI et al., 1992; GOES, 1995; PERES, 1998). Porém,
mesmo em temperaturas inferiores a 15°C, o fungo apresenta bom desenvolvimento
vegetativo. Em condi¢cbes de campo, temperaturas baixas reduzem a incidéncia do
fungo, porém, pode haver uma ampliagdo do periodo critico de suscetibilidade, ja
que o desenvolvimento dos tecidos suscetiveis da-se mais lentamente, estendendo
o seu periodo de exposic¢ao (TIMMER; ZITKO, 1993; TIMMER et al., 1994).

1.2.2. Controle da doenga

O Colletotrichum spp. pode infectar frutos de manga, mamao e goiaba,
fisiologicamente imaturos e permanecer no estado quiescente até o fruto atingir a
fase climatérica (DICKMAN; ALVAREZ, 1983), quando entdo, em pomares
comerciais, o fruto ja foi colhido. Assim, a infecgdo que ocorreu no campo

dificilmente é detectada até a colheita, pois os sintomas da antracnose normalmente
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surgem durante ou apds o transporte dos frutos para os mercados consumidores
(TATAGIBA et al., 2002).

Os primeiros produtos quimicos utilizados no controle da doenga foram o
captafol e os benzimidazois (DENHAM; WALLER 1981). Dentre esses, o maior
destaque foi para o ingrediente ativo Captan, suspenso por volta dos anos 80, e 0
benomyl, cuja fabricagdo e uso foram suspensos alguns anos depois, entre outros
fungicidas foram proibidos pela U.S. Environmental Protection Agency (ROSWALKA
et al., 2010), em funcao do relatério elaborado pela National Academy Sciences, em
1987, sobre o risco a saude humana associados ao uso de fungicidas
(WISNIEWSKI; WILSON, 1992). A Unido Europeia vem retirando do mercado grande
parte dos ingredientes ativos dos produtos agroquimicos registrados para frutas
mediante trabalho realizado desde a década de 1990 (BUAINAIN; BATALHA, 2007).
A ANVISA e o IBAMA vém demonstrando resultados positivos para
carcinogenicidade desses produtos (ANVISA, 2002).

Atualmente, para controle da antracnose encontram-se registrados varios
fungicidas especificos, incluindo o0s pertencentes aos grupos quimicos
benzimidazdis, ditiocarbamatos, imidazolilcarboxiamida e formulagdes comerciais
contendo as misturas de estrobilurinas e triazéis (BRASIL, 2014).

Tao importante quanto a natureza e tipo dos fungicidas, o controle dos
patdgenos deve ser realizado mediante aplicagbes de fungicidas de forma
preventiva, a partir do pré-florescimento (BRASIL, 2014).

No Brasil, o controle do patégeno baseia-se no uso de fungicidas de contato
ou sistémicos (FERRAZ, 2010; SOUZA, 2011). No Estado de S&o Paulo, em
determinados anos, especialmente com primavera e verdo muito chuvosos, foi
relatado no cultivo de manga e goiaba mais de vinte pulverizacbes por ciclo.
Considerando que nos ultimos dez anos o controle do patégeno vinha sendo
alcancado com sucesso, suspeita-se que, dada a pressao de selecao exercida pelo
intenso uso de fungicidas, possa ter havido selegcdo de linhagens do patégeno
resistentes aos principais ingredientes ativos (SOUZA, 2011). Além da dificuldade no
controle do patoégeno, os diferentes niveis de patogenicidade observados em

condicbes controladas séo fatores relevantes. Tal aspecto induz a se pressupor a
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possivel existéncia de grupos de especializacdo patogénica (LIMA FILHO et al.,
2003).

1.2.3. Caracterizagao molecular de espécies de Colletotrichum spp.

A pouco tempo atras, a identificacdo das espécies de Colletotrichum, assim
como varios outros géneros de fungos baseava-se na ontogénese, morfologia,
aspectos ecoldgicos e faixa de hospedeiros (SUTTON, 1992; TEBEEST et al., 1997;
PHOTITA et al., 2005; THAUNG, 2008). Porém, tem-se verificado que a
caracterizagdo baseada exclusivamente nesses critérios, nhem sempre oferece a
confiabilidade necessaria, devido as grandes diversidades morfolégicas e fenotipicas
resultantes de influéncias ambientais (HYDE et al., 2009), além dos aspectos
filogenéticos de alguns patégenos (TAYLOR, 1995). Ao longo dos anos e pelas
dificuldades apontadas, técnicas mais modernas e seguras tém sido utilizadas, com
destaque as moleculares (PERES et al., 2002; DU et al., 2005; PHOTITA et al.,
2005; ABANG et al., 2006; WHITELAW-WECKERT et al., 2007; THAN et al., 2008;
KIM et al., 2009; NGUYEN et al., 2010).

Além da caraterizagdo taxondmica, os métodos de estudos baseados nas
sequéncias de DNA possibilitam também uma analise mais precisa da variabilidade
genética, ja que viabilizam a detecgao de alteragbes mutacionais mesmo em regides
codificadoras de um numero limitado de genes que se expressam em enzimas
(CORREL et al., 1993; SREENIVASAPRAD et al., 1994). De acordo com Faleiro et
al. (2004), o conhecimento da variabilidade genética do patdégeno tem grande
importancia para varios aspectos Dbioldgicos, incluindo-se estudos de
patogenicidade.

Estudos de diversidade genética utilizando marcadores moleculares em
Colletotrichum vém sendo avaliados para diversas espécies, incluindo C. graminicola
(VALERIO et al., 2005), C. gossypii (SILVA-MANN et al., 2002), C. acutatum
(FREEMAN et al., 2001) e C. gloeosporioides (WEEDS et al., 2003), dentre outras.

Em varios estudos relacionados a sistematica molecular e filogenia de fungos,
o cistron que codifica 0 DNA ribossomal (rDNA) tem sido utilizado com sucesso. A

regidao ITS (“Internal Transcribed Spacer”) e os espacgos intergénicos de unidades
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repetidas do rDNA nuclear variam entre espécies do mesmo género, ou entre
populacdes (WHITE et al., 1990).

A comparagado de sequéncias da regidao 1TS1-5,8S-ITS2 do rDNA entre C.
gloeosporioides e outras espécies do género levaram ao desenvolvimento de
primers taxon-especificos para a diferenciagdo entre espécies do género
Colletotrichum por PCR (reacdo em cadeia da polimerase) (MILLS et al., 1992).
Esses primers tém sido utilizados para a confirmagao da identidade de isolados
patogénicos a diversas espécies hospedeiras (FREEMAN; KATAN; SHABI, 1998;
FREEMAN; HOROWITZ; SHARON, 2001; AFANADOR-KAFURI et al., 2003;
MORIWAKI; SATO; TSUKIBOSHI, 2003; TOZZE JUNIOR, 2007; WACULICZ-
ANDRADE, 2007; PILEGGI et al., 2009, SOUZA et al., 2013).

A “Inter Simple Sequence Repeat” (ISSR) € uma técnica que se baseia em
microssatélites, sendo uma alternativa para o estudo de polimorfismos, por meio dos
genomas. O marcador molecular ISSR tem se mostrado muito eficiente em analises
da diversidade genética, na caracterizacdo de acessos e de cultivares de diversas
espécies de plantas (CHARTERS; WILKINSON, 2000; ISSHIKI et al., 2008) e nos
estudos de diversidade genética de microrganismos, principalmente com
Colletotrichum spp. (RAMPERSAD, 2013; SHARMA; KATOCH, 2014; MAHMODI et
al., 2014). Esse marcador, por ser multiloco, ndo necessita de conhecimento prévio
do DNA a ser avaliado (GUPTA et al., 1994). Além disso, € uma técnica de baixo
custo, facil uso e de grande reprodutibilidade (MATTHEWS et al., 1999).

Os marcadores ISSR sao amplificados por meio de PCR e nao requerem o
sequenciamento da regido, resultando ainda na obtencdo de padrbes altamente
polimorficos (NAGAOKA; OGIHARA, 1997). Sao dominantes, e podem gerar um
grande numero de alelos reproduziveis e altamente polimorficos. No trabalho
realizado por Nghia et al. (2008), nos estudos de isolados de Corynespora cassiicola
provenientes de plantios de seringueira (Hevea brasiliensis), na Malasia, além de
marcadores ISSR, foram também utilizados outros caracteres como morfologia de
colénia e dos conidios. Nesse trabalho, os autores concluiram que apenas os
caracteres morfolégicos nédo foram suficientes para diferenciar os isolados.

Entretanto, no estudo da variabilidade dos fungos, apenas mediante o emprego
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desse marcador foi verificada a viabilidade nos estudos de caracterizagao
necessarios, o que, obviamente, tornou-se possivel credencia-lo como técnica
alternativa, isoladamente ou em conjunto com outras ferramentas.

Para mensurar a acuracia das estimativas das similaridades genéticas obtidas
a partir de marcadores é aplicado o procedimento de “bootstrap” (COELHO, 2001).
O método bootstrap vem se destacando, pois, além de fornecer estimativas de
parametros e seus desvios-padrdo, permite obter intervalos de confianga para os
parametros analisados, bem como a distribuicdo empirica de suas estimativas
(EFRON; TIBISHIRANI, 1993; MANLY, 1997).
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CAPITULO 2 - CARACTERIZAGAO MORFOCULTURAL E MOLECULAR DE
Colletotrichum spp. DO MAMOEIRO

RESUMO: O cultivo de maméo (Carica papaya L.) tem grande importancia
econdmica nos paises tropicais e subtropicais. O Brasil destaca-se como um dos
maiores produtores mundiais, porém ressente-se de sérios problemas de ordem
fitossanitaria, especialmente devido infecgdes causadas pelo fungo Colletotrichum
spp., causador da antracnose. O presente trabalho teve como objetivo caracterizar a
diversidade morfocultural e genética de 21 isolados de Colletotrichum spp. de
mamoeiros provenientes de diferentes estados brasileiros. Para a identificacdo das
espécies foram utilizados os primers taxon-especificos para C. gloeosporioides,
CgalInt/ITS4, e o primer Calnt2/ITS4, especifico para C. acutatum. Para o estudo de
diversidade genética foram utilizados onze marcadores moleculares Inter
simple sequence repeat (ISSR), enquanto para a caracterizagao morfocultural foram
feitas as avaliagbes do indice de velocidade de crescimento micelial, didmetro da
colénia e coloragdo das colbnias e patogenicidade. Dos 21 isolados avaliados 19
foram identificados como C. gloeosporioides e outros dois como C. acutatum. Por
meio de marcadores ISSR foi verificada grande diversidade genética entre os
isolados de C. gloeosporioides e C. acutatum, principalmente quando oriundos de
diferentes localidades, porém, contrariamente, a similaridade entre os isolados de
uma mesma regidao foi maior. Em termos morfoculturais foi verificado elevado
polimorfismo, onde os isolados Linhares-1 e Linhares-2 se destacaram, por
apresentarem caracteristicas singulares quando comparados com o0s demais
isolados. Concluiu-se quanto a uma elevada diversidade genética entre os isolados
de C. gloeosporioides e C. acutatum oriundo de diferentes localidades, além de uma

grande variabilidade morfocultural entre esses isolados avaliados.

Palavras-chave: Inter simple sequence repeat, Carica papaya, Colletotrichum

acutatum; Colletotrichum gloeosporioides
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2.1. INTRODUGAO

O Brasil é o terceiro maior produtor de frutas do mundo, sendo o segundo na
producdo de maméo (Carica papaya L.), respondendo por aproximadamente 12,5%
da produg¢ao mundial. No ano de 2012 foi produzido mais 1,5 milhdo de toneladas
(FAO 2015). Nos ultimos anos, esse setor ressente-se de problemas complexos, de
natureza diversa, com particular enfoque para os de ordem fitossanitaria. Nesse
contexto, destaca-se a antracnose, causada por fungos do género Colletotrichum,
cujos prejuizos podem alcangar até 90% (TATAGIBA et al, 2002).

Os prejuizos resultantes da antracnose dao-se em pré e pdés-colheita. De
modo geral, os patdégenos associados ao complexo de sintomas de antracnose em
mamao sao classificados como Colletotrichum gloeosporioides. Entretanto, estudos
recentes demonstraram que nem sempre essa espécie € a unica envolvida
(PRIHASTUTI et al., 2009; PHOULIVONG et al., 2010). No género Colletotrichum
existem muitas espécies responsaveis por inumeras doengas, em varios
hospedeiros, cujos sintomas nem sempre sao visiveis até o inicio da maturagao dos
frutos (PRUSKY 1996). Incluiem-se dentre hospedeiros mais de 470 géneros de
plantas, nos quais coabitam como patégenos ou endofitos (LU et al., 2004.
CANNON et al., 2008). E como o comportamento epidemiolégico das espécies de
fungos, assim como os métodos de controle dos mesmos podem ser variaveis, a
identificacdo das espécies prevalecentes faz-se imprescindivel (TORRES-CALZADA
et al., 2013). Além disso, a determinacao precisa das espécies de Colletotrichum é
fundamental para os programas de quarentena, para o melhoramento genético das
plantas, e mesmo para o controle desses respectivos patégenos (FREEMAN et al.,
1998; CAl et al., 2009).

As espécies mais comumente associadas a antracnose em frutiferas sao C.
gloeosporioides e C. acutatum, as quais encontram-se amplamente disseminadas
em todo o mundo, e infectam uma ampla gama de culturas tropicais e subtropicais,
como mamao (Carica papaya), manga (Mangifera indica), abacate (Persea
americana), maracuja (Passiflora edulis) e banana (Musa paradisiaca)
(ALAHAKOON; BROWN 1994; ABDUL WAHID, 2001; JOHNSTON et al., 2008;
HYDE et al., 2009; PRIHASTUTI et al., 2009), dentre outras. Nos ultimos anos,
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porém, tem havido muita divergéncia quanto a definicdo dos taxons associados aos
sintomas de antracnose em diversos patossistemas, incluindo a interagao Carica-
Colletotrichum (PHOULIVONGE et al., 2010).

Ha muitas espécies de fungos consideradas cripticas, tidas como um
complexo, incluindo-se, dentre outras, C. gloeosporioides e C. dematium (SHIVAS;
CAl, 2012). De acordo com Crous e Groenewald (2005), esse complexo pode ser
estendido para praticamente todas as espécies de fungos fitopatogénicos. A
importancia das espécies cripticas reside na diversidade de sintomas, faixa de
hospedeiros e distribuicdo geografica.

A determinacdo dos agentes fitopatogénicos associados aos seus respectivos
hospedeiros é essencial para o entendimento da epidemiologia do patdégeno, para os
programas de quarentena, no melhoramento genético das plantas e no controle das
doencas em geral (FREEMAN et al., 1998; CAl et al., 2009). No caso da interagéo
Colletotrichum-Carica papaya, por ser um patégeno limitante a producéo das plantas
(TATAGIBA et al, 2002), o controle do patégeno € imprescindivel, tanto nas fases de
pré, como em pos-colheita.

Importantes publicagbes relativas ao patossistema Colletotrichum-Carica
papaya tém sido publicadas nos ultimos anos, incluindo aspectos epidemioldgicos
(Vasquez—Lopez et al, 2012), diversidade genética, filogenia, estruturas
populacionais (ANDRADE et al., 2007, PHOULIVONG et al., 2010, RAMPERSAD
2011) e controle (CIA et al., 2007; BARRERA-NECHA et al., 2008; AL-ERYANI-
RAQEEB et al., 2009). Todavia, dada a relevancia do problema, e n&o obstante a
grande contribuigdo das informagdes geradas, denota-se ainda deficiéncia quanto a
necessidade de complementos quanto a informacdes relativas ao refinamento nas
andlises taxonémicas, o que certamente sera fundamental para definicdo de
estratégias de controle, dentre varios outros objetivos.

Métodos moleculares, baseados nas sequéncias do DNA, sdo indispensaveis,
especialmente para as espécies consideradas cripticas (SHIVAS; CAl 2012). Em
geral, para Colletotrichum spp., estudos dessa natureza vém se tornando populares,
ja que os métodos baseados em analises morfolégicas e culturais nem sempre tém
se mostrado satisfatérios (FREEMAN et al., 1998). A técnica conhecida como inter

simple sequence repeat (ISSR), destaca-se, por exemplo, como uma alternativa
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para a caracterizagdo de genomas complexos, o que permite a detecgdo de
polimorfismos em regides flanqueadas por DNA microssatélite, sem a necessidade
de isolar e sequenciar fragmentos especificos de DNA (CANCADO et al., 2012).

O marcador ISSR, por ser multiloco, ndo necessita de conhecimento prévio do
DNA a ser avaliado. E uma técnica de alta reprodutibilidade, baixo custo e de facil
uso (SSERUMAGA et al., 2013). Pelo seu elevado polimorfismo, os marcadores
ISSR tém-se mostrado muito eficientes em estudos de diversidade genética e para
compreender as relagdes filogenéticas de fungos (SCHWARZENBACH et al., 2007).

Um aspecto importante nos estudos nos diversos patossistemas trata-se em
se determinar a existéncia de estruturas genética entre os isolados de um
determinado patégeno, oriundo de diversas regides produtoras, assim como entre
aqueles provenientes de nichos particulares e especificos, e seus possiveis niveis
de divergéncia genética. O estudo relativo ao complexo de espécies € importante
porque vai contribuir a compreensdo da dinamica populacional das mesmas, e
também quanto a varios aspectos fisiolégicos e fenotipicos. Estrutura genética e
fluxo de genes influenciam a geracéao e distribuicdo de novos gendtipos, que afetam
o potencial evolutivo e adaptativo do patégeno sob mudanca de pressdes de
selegao, e contribuem para a viabilidade populacional e sua sobrevivéncia (MENG et
al., 2001; RAMPERSAD 2013).

Pressupde-se que isolados provenientes de mamoeiros que nunca receberam
aplicacao de fungicidas podem apresentar caracteristicas distintas em relagao
aqueles provenientes de areas de producao intensiva em que obviamente, os tratos
culturais sdo massivos. Os dados genéticos podem contribuir na quantificagcdo da
diversidade genética e, além disso, levar a resultados que podem contribuir e
orientar os programas de melhoramento genético. As informagdes moleculares
podem complementar as informacdes quanto aos aspectos morfoculturais dos
isolados, além de aferir, validar e possibilitar comparagbes quanto as espécies ja
descritas (GAIERO et al, 2011).

Até o momento, a literatura é, de certa forma, genérica e escassa acerca da
diversidade genética entre isolados de Colletotrichum provenientes de mamoeiros do
Brasil. Estudos dessa natureza restringem-se aqueles publicados por Peres et al.

(2002) e Andrade (2007). Além de escassos, ha divergéncias quanto as informacdes
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ora publicadas (PHOULIVONG et al., 2010; TAPIA-TUSSELL et al., 2008), de tal
forma que estudos dessa natureza, com abordagem molecular que simultaneamente
contemple o estabelecimento de relagcbes quanto aos aspectos morfoculturais
fazem-se muito importantes. A identificacdo da espécie de Colletotrichum
eventualmente presente nos tecidos sintomaticos €, também, um objetivo de suma

importancia e, assim, contemplado nesse estudo.

2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. Origem, cultivo e preservacao dos isolados Colletotrichum spp.

Um total de 21 isolados de Colletotrichum oriundos de frutos de mamao
,Formosa“ e ,Sdo" (Sunrise Solo, Improved Sunrise Solo cv. 72/12' ou Tainung 1 ou
2) foram coletados nos municipios de Itapolis e Jaboticabal, SP, Maringa e
Umuarama, PR, Linhares, ES e Teixeira de Freitas, BA, no ano de 2014 (Tabela 1).
Tais frutos foram armazenados em caixas térmicas e levados para o Laboratério de
Fitopatologia da FCAV/UNESP, em Jaboticabal, para isolamento do patégeno.

A maioria dos frutos coletados proveio de areas produtoras, com emprego de
todas as praticas culturais indicadas para a cultura, incluindo o uso de defensivos
agricolas. Porém, para o caso de Jaboticabal, os frutos provieram de propriedades
familiares, sem exploracdo comercial e agronO6mica, e, portanto, sem uso de

defensivos agricolas, dentre outras praticas culturais indicadas

Tabela 1. Relagcdo dos isolados de Colletotrichum spp. quanto a origem das
amostras de frutos de mamao, numero de isolados e variedade.

Origem Numero de Isolados Variedade
Itapolis SP 8 Formosa

i 2 Solo

Jaboticabal SP

2 Formosa

Linhares ES 1 Solo
2 Formosa

Umuarama PR 2 Solo

Maringa PR 2 Solo

Teixeira de Freitas BA 1 Solo
1 Formosa
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Previamente ao isolamento do patdgeno, os frutos colhidos foram mantidos
em salas de laboratorio, a temperatura ambiente, com fotoperiodo 12/12 horas, na
qual, quando do aparecimento dos sintomas, foi realizado o isolamento do patdégeno.
Para tal, foram retirados fragmentos de aproximadamente 5 mm? de tecido
sintomatico, os quais, apds desinfestagdo superficial, lavagem em agua estéril e
secagem em papel de filtro, foram depositados em meio batata dextrose agar (BDA)
contidos em placas de Petri. Posteriormente, as placas de Petri foram armazenadas
em estufas para B.O.D., a 25°C, e fotoperiodo de 12 horas. Apos sete dias, foram
selecionadas as colbnias tipicas de Colletotrichum spp., seguido de repicagem e,
posteriormente, da identificacdo, tomando como referéncia aspectos culturais e
morfofisiolégicos (SUTTON, 1992). A partir de colbnias tipicas e puras do patégeno
foram obtidas culturas monospdricas, seguido do seu armazenamento em oleo
mineral. Tais isolados de Colletotrichum spp. foram utilizados nos estudos

subsequentes.

2.2.2. Identificagdao molecular de isolados de Colletotrichum spp.

Para a extracdo de DNA, discos de colbénias dos isolados foram transferidos
para frascos de vidro de 110 mL, contendo meio de cultivo liquido BD (batata-
dextrose), mantidos por dez dias. Apos esse procedimento, o micélio foi separado do
meio de cultivo com o auxilio de peneiras, dispensando-se o meio restante.
Posteriormente, o micélio foi lavado com agua destilada, escorrido e seco em placas
de Petri, mantido em temperatura ambiente, por aproximadamente 12 horas. Depois
de seco o micélio foi macerado em nitrogénio liquido, formando um p6 seco, que foi
transferido para tubos eppendorf de 2,0 mL.

As extracdes de DNA foram baseadas no protocolo de Kuramae-lzioka
(1997). Para a avaliagao da quantidade e da qualidade do DNA extraido foi utilizado
um espectrofotdmetro NanoDrop 100 (Uniscience), medindo a absorbéancia de cada
amostra nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm. A relagdo de absorbancia
entre esses dois comprimentos de onda resulta no valor referente a qualidade do
DNA, sendo considerado um DNA de boa qualidade valores no intervalo de 1,8 a 2,0
(SAMBROOK; RUSSEL, 2001).
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O DNA extraido dos isolados de Colletotrichum spp. foi submetido a reagao
de PCR com onze primers ISSR (Tabela 2) e com dois primers especificos
desenhados e desenvolvidos por Mills et al. (1992), para amplificagdo de uma banda
exclusiva de cerca de 500 pb para Calnt2, especifico para C. acutatum, e de
aproximadamente 450 pb para Cgint, especifico para C. gloeosporioides, os quais
foram utilizados em conjunto com o primer ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-
3') para amplificacdo da regidao ITS (White et al., 1990). Como padrdées de
amplificagdo foram utilizados um isolado de C. acutatum e um isolado de C.
gloeosporioides, provenientes de tecidos contendo sintomas tipicos de antracnose,
previamente identificados mediante sequenciamento da regido I1TS1-5.8S-ITS2,
utilizando-se o par de primers ITS1/ITS4 (White et al., 1990). O sequenciamento das
amostras padrao foi realizado no Laboratério de Bioquimica de Plantas e
Microrganismos, do Departamento de Tecnologia, da FCAV/UNESP, em Jaboticabal,
SP.

As reacdes de PCR foram realizadas utilizando-se tampao 1X (KCI 50 mM,
Tris-HCI 200 mM, pH 8,4); dNTP"s (dATP, dTTP, dGTP, dCTP, 2,5 mM de cada) 0,2
mM, 2,0 U de Taq DNA polimerase, MgCl, 2 mM, primer 5 pmol, 80 ng de DNA e
agua pura estéril g.s.p. 20 pyL. Para a amplificagdo com os primers as reagdes foram
realizadas em um termociclador Nexus (Eppendorf), sendo utilizado um ciclo a 95 °C
por 3 minutos, 35 ciclos a 94 °C por 40 segundos, temperatura especifica do primer
por 1 minuto para amplificagao e 72 °C por 1 minuto, e para finalizar 1 ciclo a 72 °C
por 10 minutos. O produto da PCR foi revelado por eletroforese em solugdo tampao
TEB 1X (Tris 89 mM, acido borico 89 mM, EDTA 2,5 mM, pH 8,3), utilizando gel de
agarose 1,5 %, contendo brometo de etidio (0,5 pg/mL) e visualizadas sob luz UV
em equipamento de fotodocumentacdo GEL DOC XR (BioRad). Como padrao de
tamanho molecular foi utilizado o marcador 100 pb “DNA Ladder Plus” (Fermentas).

Os primers utilizados foram da marca Invitrogen Life Technologies. A escolha
dos primers foi baseada em trabalhos realizados com espécies pertencentes ao
género Colletotrichum, ou que apresentaram alto polimorfismo (GUPTA et al., 1994;
RATANACHERDCHAI et al., 2010; RAMPERSAD 2013).
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Tabela 2. Relacdo de primers utilizados, suas respectivas sequéncias, temperaturas
de amplificagdo e numero de fragmentos observados nos isolados de
Colletotrichum sp. provenientes de frutos de mamoeiros.

Primer Sequencias (5* 39 Tempe.rgtur% de Numero de
amplificacéo Fragmentos
Calnt2 GGGGAAGCCTCTCGCGG 64 °C 1
Cglnt GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG 54 °C 1
ISSR - P7 ACAACAACAACAACA 48 °C 08
ISSR - P8 AACAACAACAACAAC 48 °C 09
ISSR - P10 AAGAAGAAGAAGAAGAAG 48 °C 07
ISSR - P12 GACAGACAGACAGACA 48 °C 10
ISSR - P14 GACACGACACGACAC 53,8 °C 14
ISSR - P20 CTGAGAGAGAGAGAGAGA 48 °C 12
ISSR - P22 GAGCAACAACAACAACAA 53,8 °C 09
ISSR - AF80820 AGAGAGAGAGAGAGAGT 48 °C 08
ISSR - AF80821 AGAGAGAGAGAGAGAGC 48 °C 10
ISSR - AF80822 GAGAGAGAGAGAGAGAT 41,7°C 07
ISSR - AF80824 GAGAGAGAGAGAGAGAYG 48 °C 08

2.2.3. Caracterizagao morfocultural de Colletotrichum sp.

Todos os isolados utilizados na identificagdo molecular foram previamente
agrupados, tomando-se como referéncia a procedéncia. Em seguida, foram
avaliados quanto ao aspecto e coloracado das colbnias. Para tal, discos de colbnias,
de 5 mm de didmetro, foram extraidos das margens de culturas de sete dias,
cultivadas em meio BDA, e transferidos para novas placas contendo o mesmo meio
de cultivo. A segquir, tais culturas foram incubadas a 25°C, sob luz fluorescente
continua. Apos dez dias de incubagao, periodo em que as colbnias alcangaram
uniformemente as bordas das placas e atingiu a estabilizagdo da sua coloragéo,
procederam-se avaliagdes das mesmas, borda e reverso, sendo também avaliada a
possivel presenca de setores. Para cada isolado foram utilizadas trés repeticoes.
Cada unidade amostral foi representada por uma placa de Petri contendo os
respectivos isolados. A partir das avaliacbes quanto a coloragdo das colbnias, e
possivel presenca de setores desenvolveu-se uma escala qualitativa de notas
(Tabela 3).

Para o teste de patogenicidade, frutos sadios de mamao cv. Formosa foram

submetidos ao método de desinfestagdo de acordo com Sanchez (1990). Os frutos
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foram feridos superficialmente com uma agulha hipodérmica esterilizada. A
inoculagdo deu-se mediante deposicdo de uma gota contendo 1,5 x 10°
conidios.mL™ sobre os ferimentos, na superficie dos frutos. A seguir, os frutos foram
depdsitados em bandejas de plastico contendo isopor no fundo, mantendo-se uma
ldmina de agua sob o mesmo, seladas com filme plastico e mantidas em cémara fria
a 25°C, com fotoperiodo de 12 h. As avaliagcdes foram feitas aos 2, 4 e 6 dias apds a
inoculagdo, sendo empregada a escala de notas apresentada na Tabela 3; a nota
final da patogenicidade foi deferida no ultimo dia de avaliagdo. Usou-se
delineamento inteiramente casualizado, com 4 repeticdes por isolado. Cada
repeticao foi constituida de um fruto inoculado em dois pontos. Como controle, frutos

foram inoculados com agua estéril.

Tabela 3. Escala de notas referentes a coloracdo de col6nias, do bordo e do
reverso, e determinacdo quanto a possivel presenca de setores.

Escala CcCC CB CR S P

0 - - - - Frutos sem sintomas.
1 Cinza Branco Branco + Formagdo de lesao
pequena.
2 Branco Cinza Salméao /branco Le_-§ao superficial,
didmetro <3 cm.
Lesdo com didmetro >3
3 Branco/Salmao Salmao Salméao/ preto cm, com areas
encharcadas
Lesao extensivas,
- Salmao/ Salmao/ preto/ deprimidas e escuras,
4 Salmao ~
branco branco com esporulagao
abundante e visivel
- Salmao/ Salméao/ branco
5 Salmao/preto -
preto /esverdeado
~ Salmao/ Salmao/
Salmao/ preto/
6 b preto/ preto/esverdeado/ -
ranco
branco branco

C_C: Coloragao das colénias; C_B: Coloragao do bordo; C_R: Coloracdo do reverso; S:
Presenca (+) ou auséncia de setores (-); P: Patogenicidade.

Para a tomada do didmetro das colbnias, as avaliagbes foram realizadas
diariamente, medindo-se o seu tamanho, em sentidos perpendiculares entre si, até
que para algum isolado, a colbnia tenha atingido o bordo da placa. A partir de tais
dados foi determinado o indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM),

conforme Nechet (1999), empregando-se a formula usada por Oliveira (1991).
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Em que:

IVCM= ¥ (D-Da)/N

IVCM: indice de velocidade de crescimento micelial (cm/dia).
D: Diametro médio da colbnia (cm);

Da: Didmetro médio da colbénia do dia anterior (cm);

N: Numero de dias apds a inoculagao.

2.2.4. Andlise de dados

Os produtos da amplificagéo, visualizados no gel, produzidos por cada primer,
foram utilizados na elaboragcdo de uma matriz de similaridade genética: presente (1)
ou ausente (0). A matriz binaria foi usada para a obtengdo das estimativas de
similaridades genéticas, com auxilio do programa XLSTAT (Addinsoft®, versao
2014), empregando-se o coeficiente de Jaccard. Para o agrupamento dos gendtipos
foi utilizado o método de médias ndo ponderadas das similaridades UPGMA
(Umweighted Pair Group Method Using Arithmetic Average). O coeficiente de
variagao (CV%) associado as estimativas da similaridade genética foi calculado
utilizando o programa DBOOD (COELHO, 2001), com 10.000 reamotragens
(Bootstraps).

Para a analise dos dados quanto aos valores do IVCM, didmetro das colbnias,
empregou-se, primeiramente, o tratamento estatistico das caracteristicas individuais.
O delineamento estatistico foi o inteiramente casualizado, com 21 isolados e trés
repeticoes por isolado. Cada unidade amostral foi representada por uma placa de
Petri, nas quais deu-se o cultivo dos respectivos isolados de Colletotrichum. As
médias foram comparadas por meio do teste de Tukey (P<0,05).

De forma complementar, foram também realizadas analises exploratorias
multivariadas, a analise de agrupamento por método hierarquico e a anadlise de
componentes principais, que permitiram a avaliagdo em conjunto de todas as
variaveis analisadas.

A técnica de agrupamento hierarquico interliga as amostras por suas
associagoes, produzindo um dendrograma onde amostras semelhantes, segundo as
variaveis escolhidas, sdo agrupadas entre si (MOITA NETO; MOITA 1998). Para
medir a semelhanga entre os centréides de cada isolado, utilizou-se a distancia
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euclidiana (medida de dissimilaridade) para o conjunto das sete variaveis, enquanto
para a estratégia de agrupamento adotou-se o método de Ward. O resultado da
andlise foi apresentado em forma grafica (dendrograma), auxiliando na
caracterizagao dos grupos.

A analise de componentes principais permite condensar a maior quantidade
da informacéo original, contida em p variaveis (coloragdo das colénias, do bordo e
do reverso, presenga ou auséncia de setores, didametro das colbnias e indice de
velocidade de crescimento), em variaveis latentes ortogonais denominadas
componentes principais, que sao combinag¢des lineares das variaveis originais
criadas com os autovalores da matriz de covariancia dos dados (HAIR, 2005). O
critério de Kaiser € utilizado para eleger os componentes principais. Um autovalor

preserva informacgao relevante quando é superior a unidade.

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Observaram-se que dentre os 21 isolados submetidos a identificagdo
molecular apenas dois deles, Tde F BA1 e Linhares ES1, apresentaram amplificacao
de uma banda especifica, de cerca de 450 pb para C. acutatum, quando submetidos
a PCR com o par de primers Calnt2/ITS4. Os demais isolados apresentaram
amplificagdo de uma banda especifica de 500 pb, correspondente a C.
gloeosporioides, conforme dados resultantes do emprego do primer CgInt/ITS4
(Tabela 4).
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Tabela 4. Relacdo dos isolados de Colletotrichum spp. quanto a origem das
amostras de frutos de mamao, referéncia dos isolados, variedade e
espécie analisada.

Solo C. acutatum

Teixeira de Freitas BA
Formosa

Origem Referéncia Variedade Espécies
1 Formosa C. gloeosporioides
2 Formosa C. gloeosporioides
3 Formosa C. gloeosporioides
T 4 Formosa C. gloeosporioides
ltapolis SP 5 Formosa C. gloeosporioides
6 Formosa C. gloeosporioides
7 Formosa C. gloeosporioides
8 Formosa C. gloeosporioides
1 Solo C. gloeosporioides
Jaboticabal SP 2 Formosa C. gloeospor::o::des
3 Formosa C. gloeosporioides
4 Solo C. gloeosporioides
1 Solo C. acutatum
Linhares ES 2 Formosa C. gloeosporioides
3 Formosa C. gloeosporioides
1 Solo C. gloeosporioides
Umuarama PR 2 Solo C. gloeosporioides
., 1 Solo C. gloeosporioides
Maringa PR 2 Solo C. gloeosporioides
1
2

O

. gloeosporioides

Nos ultimos anos, devido as vantagens inerentes ao emprego de primers
ISSR, grande reprodutibilidade, quando comparado a outros marcadores com base
em PCR nao especifica como RAPD, esse vem se constituindo em importante
ferramenta molecular nas pesquisas relacionadas ao estudo da diversidade genética
de Colletotrichum (MC KAY 2009; RATANACHERDCHAI 2010; RAMPERSAD 2013;)
e de outros géneros de fungos.

Estudos relacionados a taxonomia das espécies de fungos do género
Colletotrichum associadas a frutos de mamoeiros foram conduzidos em diferentes
partes do mundo. Colletotrichum gloeosporioides € a espécie prevalente e de
distribuicdo geografica praticamente universal (PRIHASTUTI et al. 2009), C.
acutatum, descrito primeiramente em maméao por Simmonds (1965), na Australia, C.
truncatum (syn. C. capsici) (DAMM et al., 2010), descrito no México, Estados Unidos
da América, Japao, Tailandia e Trinidad e Tobago (TAPIA-TUSSEL et al., 2008;
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TARNOWSKI et al., 2010; YAGUCHI et al., 1995; SEPIAH et al.,1994; RAMPERSAD
et al.,, 2011), C. brevisporum (Vieira et al., 2013), C. karstii (SHARMA; SHENOY
2013) e C. magna, no Brasil (NASCIMENTO et al., 2010).

No presente estudo foram encontradas duas espécies de Colletotrichum
associadas a sintomas de antracnose nos frutos analisados: C. gloeosporioides e C.
acutatum sendo essas, portanto, convergentes aquelas citadas na literatura
internacional. Tais resultados demonstram a viabilidade do emprego dos marcadores
moleculares ISSR na taxonomia de espécies de Colletotrichum spp. associadas a
frutos de mamoeiro. Admite-se, todavia, que em estudos complementares,
envolvendo um conjunto de isolados de Colletotrichum, com maior
representatividade em termos numeéricos e de localizagao geografica, seja possivel a
deteccdo de espécies adicionais, certamente ainda nao detectadas segundo os
estudos conduzidos nas condigdes brasileiras.

De um modo geral, em diversas partes do mundo os sintomas de antracnose
em frutos de mamoeiros tém sido admitidos como resultantes de infeccbes de C.
gloeosporioides (strictu sensu). Entretanto, com os recentes estudos relacionados a
taxonomia dos agentes causais associados aos sintomas do tipo antracnose, em
diversas espécies de plantas, incluindo as integrantes as frutiferas tropicais, esse
cenario devera ser profundamente modificado. Incluem-se dentre esses estudos,
analises relacionadas a diversidade das espécies de fungos (PHOULIVONG el al.,
2010; TORRES-CALZADA et al., 2013), o que, obviamente, -contribuira
significativamente ao melhor entendimento das relagbes patdégeno-hospedeiro,
incluindo o desenvolvimento e validagdo de novas e eficientes estratégias de
controle dos respectivos agentes causais. De acordo com Andrade et al., (2007),
para o desenvolvimento de estratégias de controle mais apropriadas faz-se
imprescindivel um profundo entendimento das diferentes relagdes epidemioldgicas,
independentes dos ecossistemas.

Os 11 primers ISSR usados permitiram a codificacao de 103 locos, variando
de 7 (P10 e AF80822) a 14 (P14). No dendrograma obtido, observa-se a existéncia
de 4 grupos distintos, porém de caracteristicas em comum, dentro dos grupos, a
procedéncia dos isolados. No Grupo | encontram-se os isolados provenientes do

estado do Parana (Maringa PR1, Maringa PR2, Umuarama PR1 e Umuarama PR2),
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no Grupo Il os isolados provenientes do estado do Espirito Santo (Linhares ES1,
Linhares ES2 e Linhares ES3), enquanto no Grupo Il incluem os isolados do estado
da Bahia (Teixeira de Freitas BA1 e Teixeira de Freitas BA2). Os isolados oriundos
de frutos de maméao coletados no estado de Sao Paulo enquadraram-se no Grupo IV
(Figura 2).
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Figura 2. Representacdo pelo agrupamento UPGMA, similaridade genética pelo
coeficiente de Jaccard de diferentes Colletotrichum spp.

As estimativas de similaridade genética apresentaram boa acuracia, visto que
o coeficiente de variagao obtido com base em 10.000 reamostragem (bootstraps) em
fungdo do numero de marcas avaliadas foi de 13,64% (Figura 3).
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Figura 3. Coeficiente de variacdo (%) obtido pela analise bootstrap (10.000x)
utilizando software Dboot (COELHO 2001) dos fragmentos utulizando

marcadores ISSR para 21 isolados de Colletotrichum gloeosporioides
provenientes de mamao.

Esse estudo apresentou uma similaridade genética média de 0,289, o que
demonstra uma grande diversidade entre os isolados avaliados. A maior similaridade
genética desse estudo (0,971) encontra-se no grupo |, entre os isolados Umuarama
PR1 e Umuarama PR2. Neste grupo a similaridade genética entre os isolados de
Colletotrichum spp. oriundos de frutos procedentes do estado do Parana foram
maiores que 0,9. As menores similaridade (0,135 a 0,2) genéticas foram encontrada
entre todos os isolados de Linhares ES e os de Jaboticabal SP.

Agronomicamente, as formas de cultivos entre as areas de Jaboticabal/SP e
Linhares/ES sdo muito distintas. A area correspondente ao cultivo de mamao no
estado do Espirito Santo, onde foram obtidos os isolados de Linhares ES,
corresponde aquela onde as praticas culturais sdo intensivas, envolvendo, inclusive,
varias aplicagdes de defensivos agricolas visando o controle de insetos, acaros e
fungos. No caso dos isolados de Jaboticabal, contrariamente, corresponde a plantas
localizadas em quintais, onde a exploracdo dava-se de forma extrativista, sem
nenhuma preocupacéo técnica e agro-econémica. Possivelmente, devido a essas
elevadas discrepancias culturais e de manejo, o emprego de marcadores ISSR
tenha também sido eficiente na detecgdo das nuances bioldgicas resultantes dos

efeitos associados as respostas oriundas dos dois ecossistemas. O uso intensivo de
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defensivos sistémicos sédo fatores que aumentam a pressao da selecdo exercida
sobre as populagbes de patdégenos, favorecendo novos genes de viruléncia e o
polimorfismo na estrutura da populacédo desse patégeno (ARAYA, 2003).

Os acessos Linhares ES1 e TdeF BA1 pertencem a espécie C. acutatum e
essa caracteristica particular pode ter influenciado na baixa similaridade (menos que
0,29) genética, quando esses sao comparados com os demais isolados de outras
localidades. Rampersad (2013), em seus estudos, usou apenas 5 primers ISSR para
avaliacdo da estrutura genética de C. gloeosporioides oriundos de frutos de mamaéo,
sendo obtidos dois grupos distintos, um constituido por acessos provenientes da
regido Sul, e o outro da regido Norte de Trinidad e Tobago. No presente estudo, o
agrupamento dos isolados de Colletotrichum tornou evidente uma relagcdo com a
distribuicdo geografica. A separagao dos genétipos por localizagdo geografica néo é
incomum em trabalhos com ISSR, sendo ja registrados casos no México (TORRES-
CALZADA et al., 2013), Trinidad e Tobago (RAMPERSAD 2013) e Malasia
(MAHMODI et al., 2014).

Pesquisas com um numero limitado de isolados, ou envolvendo isolados de
uma mesma localidade, normalmente mostram-se inadequadas para a deteccao da
possivel diversidade genética presente num conjunto de isolados, numericamente e
melhor representados geograficamente. Conclusdes generalizadas a partir de um
grupo de isolados de uma mesma localizagdo, e sem o respaldo de um estudo
molecular, devem ser evitados.

As colbnias de Colletotrichum apresentaram coloragao variando de cinza a
salméo/brancal/acinzentada (Tabela 5). A coloragdo da borda variou de branca a
cinza, enquanto que o reverso de branca a salmao/branca. Para alguns isolados foi
observada a presencga de setores. Por meio da analise de variancia dos dados de
IVCM e diametro das colbnias apods sete dias de cultivo, foi verificado que houve
diferenga significativa quanto ao comportamento dos isolados avaliados (Tukey
P<0,05).
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Tabela 5. Médias do indice de velocidade de crescimento (IVCM), didmetro das
colonias (DC) e notas correspondentes a coloragao das colénias (C_C),
da borda (C_B) e do reverso (C_R), assim como quanto a auséncia ou
presenga de setores (S) e a Patogenicidade de isolados de
Colletotrichum spp. em meio BDA, a 25 °C.

Isolates IVCM DC cC CE CR S

Itapolis SP 1 1,615 cde 8,021 de
Itapolis SP 2 1,506 cde 7,885 de
Itapolis SP 3 1,811 efg 8,447 de
Itapolis SP 4 1,504 cd 7,473 cde
Itapolis SP 5 1,613 cde 7,875 de
Itapolis SP 6 1,619 cde 8,062 de
Itapolis SP 7 1,895 fg 8,518 de
Itapolis SP 8 1,934 ¢ 8,837 e
T de F BA1 1,650 def 5248 de
T de F BA2 1,105 a 5,835 abc
Umuarama PR1 1,363 bc 7,011 bcd
Umuarama PR 2 1,095 a 6,872 a
Maringa PR 1 1,329 bc 5,965 ab
Maringa PR 2 1,194 ab 5,832 abc
Jaboticabal SP1 1,713 defg 8,203 de
Jaboticabal SP2 1,613 cde 7,904 de
Jaboticabal SP4 1,813 efg 8,749 e
Jaboticabal SP 3 1,848 efg 8,326 de
Linhares ES 1 1,157 ab 5,309 ab
Linhares ES 2 1,543 cd 8,064 de
Linhares ES 3 1,635 def 7996 de

N 2 WRNNMNNNNMNNNMNNNMNNNMNNMNNNDNNMNDND=2 NN N

e ) e e T T T T T e N e e e e N S R G

Ol O Ol = ma A A a aAa a DN DN 2 a N2 W =2 DN wll
1
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Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si. IVCM: CV= 5,45 e DMS=
0,264 e DC: CV=7,10 e DMS= 1,66.

Os isolados TdeF BA2, Umuarama PR2, Maringa PR2 e Linhares ES1 foram
0s que apresentaram menor valor de IVCM e diferiram estatisticamente dos isolados
provenientes de Jaboticabal e Itapolis, Linhares ES2, Linhares ES3 e TdeF BA1
(Tabela 4). Contrariamente, os isolados Itapolis SP8, Itapolis SP7, Itapolis SP3,
Jaboticabal SP1, Jaboticabal SP3 e Jaboticabal SP4 foram os que apresentaram
maiores valores de [VCM.

Quanto ao didmetro da colbnia, os isolados Umuarama PR2, Maringd PR1,
Maringa PR2, TdeF BA2, Linhares ES1 foram os que apresentaram menor valor, ao

contrario de Umuarama PR1, o qual apresentou o maior didametro meédios de colbnia.
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Por meio da analise de agrupamento pelo método hierarquico aplicada as
variaveis, coloracado das coldnias, do bordo e do reverso, presenga ou auséncia de
setores, indice de velocidade de crescimento e didmetro de colbnias aos sete dias
de cultivo, verificou-se grande variabilidade entre os isolados, resultando numa
arquitetura com trés grupos de isolados, caracterizados como grupo | (Gl), grupo |l
(Gll) e grupo Il (Glll) (Figura 4).

O grupo GlI, formado pelos isolados Itapolis (SP1, SP2, SP3, SP7, SP8) e
Jaboticabal (SP2, SP3 e SP4), foi constituido por alto grau de similaridade entre si,
dada a existéncia das caracteristicas em comum, principalmente com os isolados
Jaboticabal SP3 e Itapolis SP3, cujas distancias euclidianas foram proximas de zero.
O grupo destaca-se pela coloragao branca das coldnias e dos bordos dos isolados, e
auséncia de setores, além de apresentarem os maiores IVCM e didmetro da colbnia.
Na analise molecular, esses mesmos gendtipos também compartiiharam de um
mesmo agrupamento.

No grupo GIl encontram-se os isolados Itapolis SP6, Umuarama PR2 e
Linhares ES2, que caracterizaram-se pela presenga de setores. Além desses, esse
grupo foi formado pelos isolados Itapolis SP4 e Itapolis SP5, os quais apresentaram
também colbnias de cor cinza. Observou-se uma baixa similaridade nesse grupo,
com elevadas distancias euclidianas, conforme destacado na Figura 4.

Os isolados que se enquadraram no grupo Glll, destacaram-se pela presenca
de colbnias predominantemente brancas, de borda branca e auséncia de setores.
Apenas o isolado Linhares ES1 apresentou colénia com coloragao salmao/branco, e
borda com coloragao cinza. Os isolados TdeF BA1 e TdeF BA2 apresentaram o
reverso das col6nias com coloragéo cinza, enquanto que, Maringa PR1 e Maringa
PR2, apresentaram coloragdo branca. Os isolados Linhares ES1 e Linhares ES3
apresentaram a coloragcao salméao/branca/verde do reverso, enquanto o isolado
Umuarama PR1 a coloragao salmao/branca. Apenas dois isolados dos 21 estudados
foram identificados como C. acutatum, e ambos encontram-se incluidos nesse grupo
(Linhares ES1 e TdeF BA1).

Dois autovalores foram superiores a unidade, o que gerou dois componentes
principais, sendo preservado 62,20% da variabilidade original (38,86% em CP1 e

23,34% em CP2). Assim, o conjunto inicial de seis variaveis dependentes passou a
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ser caracterizado por duas novas variaveis latentes independentes, o que
possibilitou sua localizagdo em figuras bidimensionais (Figura 5) (ordenac¢do dos

isolados por componentes principais).

It&polis SP 1
Itapolis SP 2
Jaboticabal SP 1
Jaboticabal SP 2
Itapolis SP 3
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Figura 4. Dendrograma resultante da analise de agrupamento pelo método
hierarquico mostrando a formagédo de grupos segundo as variaveis:
coloragao das colbénias, do bordo e do reverso, presenga ou auséncia de
setores, indice de velocidade de crescimento, diametro de colénias apds
sete dias de cultivo.
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Figure 5. Biplote mostrando a projecdo das variaveis: Cor da colénia (C_C), cor do
reverso (C_R), cor do bordo (C_B), presenca de setores (S), Diametro da
colénia (DC), Indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) e
patogenicidade (P) nos dois primeiros componentes principais,1 € 2, com
distribuicao dos 21 isolados de Colletotrichum gloeosporioides.

Pode-se observar que as correlagcdes positivas sao responsaveis pela
discriminagao dos isolados localizados a direita de CP1 e a correlagdo negativa pela
discriminagao dos isolados, a esqueda de CP1. As variaveis com correlagao positiva
sao as responsaveis pela discriminagao dos isolados localizados na parte superior
de CP2 e as varidaveis com correlacdo negativa sdo as responsaveis pela
discriminagdo dos isolados localizados na parte inferior de CP2. E possivel observar
que as variaveis associadas com o crescimento do fungo (IVCM e DC) estao
voltadas para direita de CP1 e todas as variaveis associadas as caracteristicas
morfoculturais a esquerda de CP1.

A representagado grafica nos componentes principais permitiu caracterizar as
variaveis que mais discriminaram na formagao dos grupos |, Il e lll. As variaveis
indice de velocidade de crescimento (IVCM), didametro de colénias aos sete dias de
cultivo (DC) foram responsaveis pela discriminagao do grupo |, com maiores IVCM e

DC, e grupo lll, menores IVCM e DC. A presenga de setores de forma exclusiva nos
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isolados do grupo I, possibilitiu a sua distingdo dos demais, n&o obstante esse nao
tenha apenas essa caracteristica em particular, contando, ainda, com presenca de
cor Salmao/negra/verde/branca no reverso (C_R), associado ao mais elevado nivel
de patogenicidade. A caracteristica cor da colénia (C_C) e cor do bordo (C_B)
auxiliou na discriminagao do grupo lll, que predominou a cor cinza para a colbnia e a
cor branca para o bordo. Apenas o acesso de Linhares ES 1 apresentou
caracteristicas particulares, cor salméo/branco e borda cinza, e por isso se encontra
afastado do centro de massa; € de conhecimento que esse isolado pertence a
espécie C. acutatum o que pode ter levado a apresentar caracteristicas tao
particulares quando comparados aos demais isolados de C. gloeosporioides
analisados.

A classificagado da patogenicidade n&o apresentou nenhuma correlagdo com
as caracteristicas das colbnias. Os Isolados mais patogénicos se encontram nas
mais diversas regides geograficas, nos estados do Parana e da Bahia, apresentando
os mais elevados niveis de patogenicidade, com sintomas apresentado lesdes
deprimidas e esporulagdao abundante. Dentre os isolados de Jaboticabal, nenhum
deles apresentou elevado nivel de patogenicidade, ou nota 4.

Em termos de aspectos morfoculturais, de um modo geral ha um elevado
polimorfismo entre as espécies de fungos, notadamente entre as pertencentes ao
género Colletotrichum. Esse comportamento deve-se, normalmente, as influéncias
do meio ambiente, notadamente aos aspectos relacionados aos tipos de meios de
cultivo, temperatura ambiente e luminosidade (NECHET; ABREU 2002; MAIA et al.,
2011). Algumas espécies de fungos, mesmo mediante emprego de sub-colbnias,
oriundas de uma colénia em comum, € normal a constatagcdo de culturas com
caracteristicas muito diversas das originais. Por outro lado, para o caso de
Colletotrichum, ha muita similaridade entre as caracteristicas morfoldgicas,
implicando em profundas revisées no taxon (WEIR et al., 2012).

As caracteristicas morfologicas dos isolados ndo sao suficientes para
classifica-los como C. gloeosporioides ou C. acutatum, divergindo de outros
investigadores (ANDRADE et al., 2007; MEHTA, MEHTA 2010) os quais tomaram
tais caracteristicas para a caracterizagdo ou agrupamento de espécies de fungo,

como por exemplo isolados do género Colletotrichum.
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2.4. CONCLUSOES

- Isolados oriundos de frutos de mamoeiros ‘Formosa” e "Solo’, de quatro estados
brasileiros, analisados mediante marcadores especificos CgInt/ITS4 e Calnt/ITS4,
pertencem as espécies C. gloeosporioides e C. acutatum;
- Para o caso de C. gloeosporioides e C. acutatum a localizagdo geografica contribui
para uma elevada diversidade genética entre os isolados;

- O polimorfismo € uma marca presente entre isolados de Colletotrichum de mamao.
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CAPITULO 3 - CARACTERIZAGAO MORFOCULTURAL E MOLECULAR DE
ISOLADOS DE Colletotrichum spp. ASSOCIADOS A ANTRACNOSE EM MANGA

RESUMO - O cultivo da mangueira (Mangifera indica L) tem grande importancia
dentre as frutiferas tropicais no cenario mundial. No Brasil, a mangueira é a terceira
frutifera exportada em maior quantidade e responsavel pela geracéo de milhares de
empregos. Sua cadeia produtiva contabiliza muitas perdas, principalmente devido a
problemas fitossanitarios, com destaque para a antracnose, causada pelo patégeno
Colletotrichum spp.. O presente trabalho teve como obijetivo realizar a caracterizagao
morfocultural, molecular e patogenicidade de 52 isolados de Colletotrichum spp.
obtidos de mangueiras, provenientes de cinco municipios do estado de S&o Paulo, e
avaliar a eficiéncia de fungicidas quimicos e biolégico no controle do patégeno. Para
a identificacdo das espécies foram utilizados os primers taxon-especificos para C.
gloeosporioides, CglInt/ITS4, e o primer Calnt2/ITS4, especifico para C. acutatum.
Para a caracterizacdo morfocultural foram realizadas avaliagbes quanto a cor da
colénia, do bordo e do reverso, presenga e auséncia de setores e de pontuacgdes
escuras no reverso, enquanto a patogenicidade foi avaliada por meio de notas
quanto ao nivel de sintomas. Teste para avaliar os 2 fungicidas quimicos e um
biolégico foram realizados em quatro concentra¢des (0,1 mg.L™; 1 mg.L™; 10 mg.L™;
100 mg.L™). Dos 52 isolados avaliados, todos foram classificados como C.
gloeosporioides, cuja patogenicidade foi confirmada em frutos de mangueira
,Palmer®. Foi verificado alto polimorfismo, tornando as caracteristicas morfoculturais
importantes apenas quanto a classificagdo do fungo, porém ndo em termos de
taxonomia. Dentro das concentragdes dos fungicidas testados, o tebuconazole foi o
que apresentou melhores resultados em todas as concentragdes, porém todos os
fungicidas testados foram considerados de baixa eficiéncia por apresentar um ICs0
(concentragdo efetiva capaz de inibir em 50% o crescimento micelial) entre 10 mg.L™
e 50 mg.L™.

Palavras-chave: Mangifera indica, Colletotrichum gloeosporioides, patogenicidade.

3.1. INTRODUGAO

O Brasil & o terceiro maior produtor de frutas do mundo, atras apenas da
China e da india. Destaca-se como um dos 10 maiores produtores de manga
(Mangifera indica L) e goiaba (Psidium guajava L.), (FAO, 2009). A mangueira € uma
frutifera tropical pertencente a familia Anacardiaceae, originaria da india. No ano de
2013, o Brasil ficou na 7° posicao de maior produtor mundial de manga, e exportou
mais de 86 mil toneladas da fruta, gerando uma receita de US$ 147,5 milhdes
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(ANUARIO BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 2010). As regides Nordeste e
Sudeste sdo responsaveis por mais de 95% da producé&o nacional de manga, com
destaque para as variedades a Tommy Atkins, Palmer e Haden, as mais produzidas
e exportadas. Em consequéncia disso, a manga tem importancia econdémica e
social, por gerar divisas e empregos diretos e indiretos (IBGE 2009).

Nos ultimos anos, esse setor ressente-se de problemas complexos, de
natureza diversa, com particular enfoque para os de ordem fitossanitaria, tornando o
comércio das frutas e sua exportagdo menos atrativa e de alto custo de producéo.
Nesse contexto, destaca-se a antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc e C. acutatum. A antracnose infecta folhas,
provoca queda de flores e frutos, e perda da qualidade dos frutos. O fungo ataca
ramos novos, folhas, inflorescéncias e frutos, que perdem valor comercial por
apresentarem lesdes necréticas, que aumentam de tamanho progredindo para a
polpa, tornando o fruto inadequado para a comercializagdo, principalmente para
exportagao.

Nas diferentes relagdes patdgeno-hospedeiro, incluindo Mangifera-
Colletotrichum spp. onde os sintomas se manifestam na forma de antracnose, tém
se verificado divergéncia quanto a definicdo dos taxons responsaveis
(PHOULIVONGE et al.,, 2010). De forma pratica, tais aspectos tém grande
relevancia, ja que a epidemiologia nos patossistemas podem ser diferentes,
implicando em respostas diferenciadas quanto aos métodos de controle empregados
(FREEMAN; KATAN; SHABI, 1998). Além disso, tomando-se como referéncia os
aspectos fenotipicos, as influéncias ambientais também pode ser significativas,
implicando em comportamentos igualmente diferentes (LOPEZ, 2001)

As ferramentas moleculares, baseados em analises nas sequéncias do DNA,
tém sido empregadas com sucesso na definicdo de taxons, contribuindo para a
identificacdo de espécies e, por conseguinte, constituindo-se em elementos
adicionais que contribuem ao melhor entendimento das diferentes interagbes
(FREEMAN; KATAN; SHABI, 1998; ANDRADE et al., 2007; CAl et al., 2009). Souza
et al. (2011) comprovaram que o C. gloeosporioides ndao € o unico patégeno
causador da antracnose em manga no Brasil, a qual € também complementada por

C. acutatum.
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A ocorréncia de duas ou mais espécies de Colletotrichum no mesmo
hospedeiro pode dificultar o controle da antracnhose, tornando-a uma doencga ainda
mais importante. Muitos sédo os fungicidas recomendados em aplicagbes preventivas,
para o controle quimico desse patdgeno, entre eles os mais usados no Brasil séo os
cupricos, que por serem de contato e facilmente lavaveis, ndo sao eficazes, a menos
que aplicados com outros fungicidas, como os ditiocarbamatos (RIBEIRO, 2005;
PLOETZ, 2010, SOUZA 2011). Porém fungicidas do grupo dos ditiocarbamatos, nao
sao aceitos em alguns paises, como por exemplo, nos Estados Unidos e também na
Unido Europeia (FAY et al.,2007; PLOETZ, 2010; SOUZA 2011), o que torna o uso
inadequado para frutos com o objetivo de exportagdo. Os Fungicidas sistémicos sao
mais eficientes quando comparados aos fungicidas de contato, entretanto, ao longo dos
anos, em diversos paises tem-se verificado baixa eficiéncia dada a selegcao de estirpes
de C. gloeosporioides (TAVARES; SOUZA 2005).

Dada a elevada importancia da antracnose no cultivo de manga no Brasil e a
dificuldade de controle da doencga, o presente trabalho teve como objetivo identificar
mediante ferramentas moleculares, primers taxon-especificos CgInt/ITS4 e
Calnt2/ITS4, as possiveis espécies de Colletotrichum responsaveis pela antracnose
em diversas variedades de manga, classificar os isolados quanto as caracteristicas
morfoculturais e patogenicidade, e, também, avaliar a sensibilidade de isolados do

patdgeno sob trés fungicidas, sendo dois deles quimicos, e um biolégico.

3.2. MATERIAL E METODOS

No estudo foram utilizados 52 isolados de Colletotrichum oriundos de frutos
(M) e folhas (L) de mangueiras, coletadas em quatro municipios do estado de Sao
Paulo, sendo: Itapolis, Vista Alegre do Alto, Valinhos e distrito de Sao Lourenco do
Turvo, pertencente ao municipio de Matédo (Tabela 6). Tais frutos foram
armazenados em caixas térmicas e levados para o Laboratério de Fitopatologia da
FCAV/UNESP, em Jaboticabal, para isolamento do patégeno.

O cultivo dos isolados foi realizado no Laboratério de Fitopatologia, do

Departamento de Fitossanidade, Jaboticabal/SP. A etapa de caracterizagao
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molecular dos isolados foi realizada no Laboratorio de Epidemiologia Molecular, do
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva, ambos da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias (FCAV/UNESP), Campus de Jaboticabal.

3.2.1. Obtencao e preservagao dos isolados de Colletotrichum spp.

Frutos e folhas de manga foram coletados de plantas de diversas variedades,
nos municipios de Pindorama, Votuporanga, Mogi Mirim, Taquaritinga e Monte Alto,
todos do estado de Sao Paulo. Apds a coleta, as folhas e frutos foram armazenadas
em caixas térmicas e levadas para o Laboratério de Fitopatologia da FCAV/UNESP,
em Jaboticabal, para os procedimentos visando ao isolamento do patdgeno.

Para o isolamento, foram obtidos fragmentos de aproximadamente 5 mm? de
folhas e frutos, os quais, apos desinfestagao superficial, lavagem em agua estéril e
secagem em papel de filtro, foram depositados em meio BDA (batata-dextrose-agar)
contidos em placas de Petri. Posteriormente, as placas de Petri foram armazenadas
em estufas para B.O.D., a 25 °C, e fotoperiodo de 12 horas. Apds sete dias foram
selecionadas as colbnias tipicas de Colletotrichum spp., seguido de repicagem.
Posteriormente, a partir de culturas puras, obtiveram-se culturas monospdéricas. As
culturas do patégeno foram subsequentemente armazenadas em agua, conforme o
método Castellani (1939).

No total foram obtidos 52 isolados de Colletotrichum spp. de cinco municipios
do estado de S&o Paulo (Tabela 6), os quais foram utilizados nos estudos

subsequentes.
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Tabela 6. Designagao, procedéncia, hospedeiros (variedades) e érgaos os quais 0s

isolados de Colletotrichum spp. foram obtidos Jaboticabal/SP, 2015.

Isolado Origem (municipio) Hospedeiro (Variedade) Tecido
™ Pindorama SP Winter Fruto
™ Pindorama SP Petacon Fruto
7L Pindorama SP Petacon Folha
8M Pindorama SP Adams Fruto
8L Pindorama SP Adams Folha
10L Pindorama SP Alda Folha
10M Pindorama SP Alda Fruto
11L Pindorama SP Pele Mocga Folha
11M Pindorama SP Pele Mocga Fruto
13M Pindorama SP Carrier Fruto
13L Pindorama SP Carrier Folha
15M Pindorama SP Haden TR Fruto
16L Pindorama SP Rosa Folha
16M Pindorama SP Rosa Fruto
17L Pindorama SP Torbet Folha
17M Pindorama SP Torbet Fruto
18M Pindorama SP Palmer Fruto
18L Pindorama SP Palmer Folha
19M Pindorama SP Julima Fruto
19L Pindorama SP Julima Folha

20M Pindorama SP Rocha Fruto
20L Pindorama SP Rocha Folha
21M Pindorama SP Lima Peru Fruto
22M Pindorama SP Foice Fruto
221 Pindorama SP Foice Folha
24M Pindorama SP Surpresa Fruto
25M Pindorama SP Carabao Fruto
25L Pindorama SP Carabao Folha
26L Pindorama SP Dasherari Folha
26M Pindorama SP Dasherari Fruto
28M Pindorama SP Haden 2H Fruto
29M Pindorama SP Haden 2H Fruto
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40L Pindorama SP Espada Stahl Folha
40M Pindorama SP Espada Stahl Fruto
41M Pindorama SP Rubi Fruto
43M Pindorama SP Florigon Fruto
44M Pindorama SP Espada Ouro Fruto
50M Pindorama SP Alfa Fruto
53L Votuporanga SP Espada Stahl Folha
56L Votuporanga SP Chok Anan Folha
59L Votuporanga SP Van Dyke Folha
60L Votuporanga SP Palmer Folha
62L Votuporanga SP Bourbon Vermelha Folha
63L Votuporanga SP Uba Folha
65L Votuporanga SP Haden 2H Folha
67L Votuporanga SP Coracao de Boi Folha
69L Votuporanga SP Rent Folha
70M Mogi Mirim SP Tommy Atkins Fruto
71M Monte Alto SP Palmer Fruto
72M Monte Alto SP Tommy Atkins Fruto
73M Taquaritinga SP Palmer Fruto
74M Mogi Mirim SP Rosa Fruto

3.2.2. Extracao de DNA dos isolados de Colletotrichum spp.

Para a extracdo de DNA, os isolados foram repicados para frascos de vidro
de 110 mL, contendo meio de cultivo liquido BD (batata-dextrose), mantidos por dez
dias, onde os mesmos formaram uma massa micelial. Apés esse procedimento, o
micélio foi separado do meio de cultivo com o auxilio de peneiras, dispensando-se o
meio restante. Em seguida, o micélio foi lavado com agua destilada, escorrido e
seco em placas de Petri, mantido em temperatura ambiente, por aproximadamente
12 horas. Depois de seco o micélio foi macerado em nitrogénio liquido, formando um
po seco, que foi transferido para tubos eppendorf de 2,0 mL.

As extragoes de DNA foram baseadas no protocolo de Kuramae-lzioka
(1997). Em cada tubo eppendorf contendo 0,1 g de micélio macerado de cada
isolado, foi adicionado 800 pL de tampéo de extracéo [Tris-HCI 10 mM pH 8,0, EDTA
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100 mM pH 8,0 e SDS 0,5% (p/v)]. Os tubos com as solugbes foram agitados em
vortex e em seguida levados a banho-maria a 65 °C por uma hora, sendo agitados
delicadamente a cada 10 minutos. Apos serem retirados do banho-maria, foram
acrescentados 400 uL de acetato de potassio 5 M. A solucédo foi misturada por
inversao e incubou-se no gelo por 30 minutos, invertendo-se os tubos a cada 10
minutos. Apds a incubagao em gelo, as amostras foram centrifugadas a 15.294 g por
10 minutos a 10 °C. Posteriormente, o sobrenadante foi cuidadosamente transferido
para novos tubos com o auxilio de uma pipeta e em seguida acrescentado a este
volume 650 pL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), sob as mesmas condigdes.
Novamente as amostras foram centrifugadas e o sobrenadante foi transferido para
novos tubos. Posteriormente foram acrescentados 1000 uL de etanol absoluto
gelado a solugdo, sendo entdo misturada cuidadosamente e acondicionada em
freezer -20 °C.

Apos a precipitacdo do DNA em etanol, os tubos com as solugées foram
centrifugados a 15.294 g por 20 minutos a 10 °C, descartando o sobrenadante,
sendo o “pellet” lavado com 700 yL de etanol 70% (v/v). Mais uma vez os tubos
foram submetidos a centrifugacéo a 15.294 g por 7 minutos, a 10 °C, e a fase liquida
foi novamente descartada e o “pellet” foi colocado para secar. O “pellet” foi
ressuspendido em 100 pL de tampéo TE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0, EDTA 100 mM pH
8,0) por 24 horas a 4 °C.

Para a avaliacdo da quantidade e da qualidade do DNA extraido foi utilizado
um espectrofotdmetro NanoDrop 100 (Uniscience), medindo a absorbéancia de cada
amostra nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm. A relagdo de absorbancia
entre estes dois comprimentos de onda resulta no valor referente a qualidade do
DNA, sendo considerado um DNA de boa qualidade valores no intervalo de 1,8 a 2,0
(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
padréo de concentragdo 100 pb DNA Ladder Plus (Fermentas) para verificagdo da
qualidade do DNA. O gel foi visualizado sob luz UV em equipamento de
fotodocumentagédo GEL DOC 1000 (BioRad).
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3.2.3. Reagoes com primers especificos para C. acutatum e C. gloeosporioides

As amostras de DNA extraidas de Colletotrichum spp. foram submetidas a
reagcdo de PCR com primers desenhados e desenvolvidos por Mills et al. (1992),
para amplificacdo de uma banda exclusiva de cerca de 500 pb para Calnt2
(5"GGGGAAGCCTCTCGCGG3"), especifico para C. acutatum, e de
aproximadamente 450 pb para Cgint (5"GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG3"),
especifico para C. gloeosporioides, os quais foram utilizados em conjunto com o
iniciador ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') para amplificagdo da regidao ITS
(WHITE et al., 1990). Como padrdes de amplificagéo foram utilizados um isolado de
C. acutatum e um isolado de C. gloeosporioides, previamente identificados,
mediante sequenciamento da regido ITS1-5.8S-ITS2, utilizando-se o par de
iniciadores ITS1/ITS4. O sequenciamento das amostras padrao foi realizado no
Laboratério de Bioquimica de Plantas e Microorganismos, do Departamento de
Tecnologia, da FCAV/UNESP, em Jaboticabal, SP.

As reacdes de PCR foram realizadas conforme Tabela 7. Foram utilizados
tampao 1X (KCI 50 mM, Tris-HCI 200 mM, pH 8,4); dNTP"s (dATP, dTTP, dGTP,
dCTP, 2,5 mM de cada) 0,2 mM, 2,0 U de Tag DNA polimerase, MgCl, 2 mM,
iniciador 5 pmol, 60 ng de DNA e agua pura estéril g.s.p. 20uL. Para a amplificagao
com os pares de iniciadores Calnt2/ITS4 e CgInt/ITS4 as reagdes foram realizadas
em um termociclador Nexus (Eppendorf), sendo utilizado um ciclo a 95°C por 3
minutos, 35 ciclos a 94°C por 40 segundos, 64°C por 1 minuto para amplificagao
com o iniciador Calnt2/ITS4 ou a 54°C para o CgInt/ITS4 e 72°C por 1 minuto, e para
finalizar 1 ciclo a 72°C por 10 minutos. O produto da PCR foi revelado por
eletroforese em tampao TEB 1X (Tris 89 mM, acido bdrico 89 mM, EDTA 2,5 mM,
pH 8,3), utilizando gel de agarose 1,0 %, contendo brometo de etidio (0,5ug/mL) e
visualizadas sob luz UV em equipamento de fotodocumentacdo GEL DOC XR
(BioRad). Como padrao de tamanho molecular foi utilizado o marcador 100 pb “DNA

Ladder Plus” (Fermentas).
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Tabela 7. Componentes de “mix”, suas respectivas concentragdes estoque, volume
e concentracbes finais utilizadas nas reagcdes PCR com primers
especificos (Calnt2/ITS4 e CgInt/ITS4).

Componentes Estoque Volume reacao (uL) Concentracéo final
Agua Milli Q - 14,65 q.s.p
Tampéo 10x 2 1x
MgCl, 50 mM 0,8 2,0 mM
Primers 5 pmol 1 5 pmol
dNTP's 10 mM 04 0,2 mM
Taq polimerase 5 U/uL 0,4 2 unidades
DNA 80 ng/uL 0,75 60 ng
Total 20

3.2.4. Caracterizagao morfocultural e patogenicidade de isolados de

Colletotrichum spp.

Todos os isolados utilizados na identificagdo molecular foram previamente
agrupados, tomando-se como referéncia a procedéncia. Em seguida, foram
avaliados quanto ao aspecto e coloragao das colbnias. Para tal, discos de colbnias,
de 5 mm de didametro, foram extraidos das margens de culturas de sete dias,
cultivadas em meio BDA, e transferidos para novas placas contendo o mesmo meio
de cultivo. A seguir, tais culturas foram incubadas a 25°C, sob luz continua. Apds
dez dias de incubacéao, periodo em que as colbnias alcangaram uniformemente as
bordas das placas e atingiu a estabilizagdo da sua coloragcédo, procederam-se
avaliacbes das mesmas, borda e reverso, sendo também avaliada a possivel
presenca de setores. No periodo de avaliacdo foi observado a presenca de
pequenas pontuagdes escuras no reverso de alguns isolados, como essa
caracteristica nao esta relatada na literatura, também foi avaliada quanto a presenca
e auséncia. Para cada isolado foram utilizadas trés repeticdes. Cada unidade
amostral foi representada por uma placa de Petri contendo os respectivos isolados.

A partir das avaliagdes quanto a coloragado das coldnias, e possivel presenca
de pontuacdes escuras no reverso e setores utilizou-se uma escala qualitativa das

notas (Tabela 8), conforme ANDRADE et al., 2007, com modificagéo.
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Tabela 8. Escala de notas referentes a coloragdo de colbnias, do bordo e do
reverso, e determinacdo quanto a possivel presenca de pontuacdées no
reverso e setores.

Escalas cC CB CR PR S
1 Branco Branca Branca + o+
2 Cinza Cinza Cinza - -
3 Branco/Cinza Branco/Cinza Preto
4 Branco/Salmao Branco/Salmao Branco/Cinza
5 gg\llzearéz;eég Cinza/Preto Branco/Preto
6 Cinza/Verde Cinza/Verde Cinza Esverdeado
7 Cinza/Preto Cinza/Preto/Castanho Cinza/Preto
8 Cinza/Preto/Castanho Branco/Preto/ Castanho Branco/Preto/ Castanho
9 Branco/Cinza/Preto Branco/Cinza/Preto Branco/Cinza/Preto

C_C: Coloragao das colonias; C_B: Coloragdo do bordo; C_R: Coloragdo do reverso; P_R:
Presencga (+) ou auséncia de pontos no reverso (-); S: Presencga (+) ou auséncia de setores (-).

Para o teste de patogenicidade, frutos sadios de Manga ,Palmer®, destacados,
foram colhidos diretamente no campo, e submetidos ao método de desinfestacao de
acordo com Sanchez (1990). Posteriormente, os frutos foram feridos
superficialmente com um agulha hipodérmica esterilizada. A seguir, uma gota
contendo 20 pL de suspensao previamente calibrada para 1,5 10¢ conidios.mL™" de
cada um dos isolados (culturas de 7 dias em BDA), foi colocada sobre o ferimento.
Os frutos, uma vez inoculados, foram colocados em bandejas de plastico contendo
lamina de isopor ao fundo e lamina d“agua, que, posteriormente, foram seladas com
filme plastico, e mantidas em camara fria a 25°C, com fotoperiodo de 24h
(MORAES; TANAKA; MASSOLA JUNIOR 2013). As avaliacdes foram feitas aos 3, 5
e 7 dias apds a inoculagédo, de acordo com a seguinte escala de notas: 0 — frutos
sem sintomas; 1 — lesdo superficial restrita ao ponto de inoculagdo, diametro inferior
a2cm ;2 - lesdo em expansdo, ainda superficial, inicio de amolecimento dos
tecidos, sem trincas, auséncia de esporulacdo abundante visivel; 3 — lesbes
extensivas, maior que 2 cm de didmetro, presenca de trincas, tecidos deprimidos,
visivel presenga de conidios e tecidos encharcados; 4 —lesdo deprimida, escura a
acinzentada, maior que 3 cm de diametro, esporulacao presente, facilmente visivel a
olho nu (ANDRADE et al., 2007) (Figura 6), as notas foram deferidas no ultimo dia
de avaliacdo. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente

casualizado, com 4 repeticdes por isolado. Cada repeticao foi constituida de um fruto
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inoculado em um ponto. Como controle, frutos foram inoculados com agua esteéril.
Foram avaliados os 52 isolados, cujas médias de severidade dos sintomas foram
comparadas por meio do teste de Tukey (P<0,05). O isolamento dos patégenos dos

frutos doentes foi feito no final do experimento para completar o postulado de Koch;

Figura 6. Representacdo das escalas de nota, A — representa nota 0 (frutos sem
sintomas); B — representa nota 1 (lesdo superficial, diametro inferior a 2
cm restrita ao ponto de inoculagdo); C — nota 2 (lesdo em expansao,
ainda superficial, inicio de amolecimento dos tecidos, sem ftrincas,
auséncia de esporulagdo abundante visivel); D - 3 (lesbes extensivas,
maior que 2 cm de didametro, presenga de trincas, tecidos deprimidos,
visivel presenga de conidios, tecidos encharcados); E —nota 4 (leséo
deprimida, escura a acinzentada, mais que 3 cm de diametro, deprimidas,
esporulagao presente, facilmente visivel a olho nu)
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3.2.5. Sensibilidade micelial de Colletotrichum spp. a fungicida

Os trés fungicidas avaliados encontram-se apresentados na Tabela 9, os
quais foram diluidos em série e ajustados para as concentracdes de 0,1; 1;10 e 100
mg.L™ de ingrediente ativo, adicionados ao meio de cultivo batata-dextrose-agar
(BDA) fundente (45°C) contido em Erlenmeyer, e posteriormente em placas de Petri.
As placas de Petri contendo BDA sem fungicidas foram utilizadas como
testemunhas. Apds 24 horas do preparo dos meios com fungicidas, discos de
colénias de 5 mm de didmetro, obtidos da periferira das placas, com sete dias de
repicagem, foram transferidos para o centro da placa, seguido de incubagdo em
estufas para B.O.D. 25°C + 1°C e fotoperiodo de 12 h, por um periodo de sete dias.
O delineamento estatistico adotado foi o inteiramente casualizado com quatro
repeticbes. Cada unidade amostral foi representada por uma placa de Petri. O
experimento foi realizado em duplicata. Foram avaliados 52 isolados, cujas médias
de inibicdo do crescimento das colénias foram comparadas por meio do teste de
Tukey (P<0,05). Os isolados submetidos ao teste de sensibilidade foram aqueles

que apresentaram parogenicidade entre 3,5 a 4.

Tabela 9. Fungicidas utilizados no teste de sensibilidade in vitro de isolados de
Colletotrichum gloeosporiodes, obtidos de mangueiras, de diferentes
variedades. Jaboticabal/SP, 2015.

Ingrediente Ativo Nome Comercial Grupo quimico CIA*
Tebuconazole Folicur 200 EC Triazol 200 g/L
Azoxystronina Amistar 500 WG Estrobilurina 500 g/L

Bacillus subtilis linhagem QST 713 Serenade Agente Biologico 13,68 g/L

*Concentragao de ingrediente ativo

As avaliagdes foram realizadas mediante medigdes do tamanho das colbnias,
em sentidos perpendiculares entre si, realizadas apds sete dias de incubagao,
quando, as col6nias alcancaram a borda das placas de Petri. A partir de tais dados
foi determinada o ICs0 (Concentragdo efetiva capas de inibir 50% do crescimento
micelial) que corresponde a concentragédo efetiva necessaria para inibir o

crescimento micelial em 50%.



59

Apos o calculo do ICs0, os fungicidas foram classificados em quatro
categorias de eficiéncia, de acordo com a escala de Edgington et al. (1971)
citada por Tavares (2005) em que:ICs0< 1 mg.L™: alta eficiéncia; IC50 1 - 10 mg.L™
moderada eficiéncia; 1IC50 10 - 50 mg.L™ baixa eficiéncia; 1C50> 50 mg.L™

insensibilidade.

3.2.6. Analise dos dados

Para a identificagdo da espécie de Colletotrichum foi observado apenas se
havia a banda correspondente a identificagdo de Colletotrichum acutatum ou
Colletotrichum gloeosporioides.

Para a analise dos dados quanto aos valores de patogenicidade e a eficiéncia
de fungicidas, empregou-se, primeiramente, o tratamento estatistico da
caracteristica individual. O delineamento estatistico foi o inteiramente casualizado,
com 52 isolados e quatro repeticdes por isolado, inoculados em frutos diferentes. As
médias foram comparadas por meio do teste de Tukey (P<0,05).

As médias dos tratamentos qualitativos (fungicidas) foram submetidas ao
teste de Tukey a 5% de significancia. As médias dos tratamentos quantitativos
(concentragdes) foram submetidas a analise de regressao.

De forma complementar, foram também realizadas analises exploratorias
multivariadas, a analise de agrupamento por método hierarquico e a analise de
componentes principais, que permitiram a avaliagdo em conjunto de todas as
variaveis analisadas.

A técnica de agrupamento hierarquico interliga as amostras por suas
associagdes, produzindo um dendrograma onde amostras semelhantes, segundo as
variaveis escolhidas, sao agrupadas entre si (MOITA NETO; MOITA 1998). Para
medir a semelhanga entre os centroides de cada isolado utilizou-se a distancia
euclidiana (medida de dissimilaridade) para o conjunto das sete variaveis, enquanto
para a estratégia de agrupamento adotou-se o método de Ward. O resultado da
analise foi apresentado em forma grafica (dendrograma), auxiliando na
caracterizagao dos grupos.

A caracterizagao dos isolados foi feita utilizando-se a analise de componentes

principais, que € uma técnica multivariada exploratéria que permite condensar a
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maior quantidade da informacéo original, contida em p variaveis (coloragdo das
colbnias, do bordo e do reverso, presenca ou auséncia de pontuag¢des escuras no
reverso e setores), em variaveis latentes ortogonais denominadas componentes
principais (HAIR, 2005). A correlagéo entre cada variavel (Xj) e um componente
principal (CPy) € medida por:

VA

a,

r, (cp,) ="V
S.

J

Em que: s; € o desvio padréo da variavel j; a, € o coeficiente da variavel j no h-ésimo

componente principal e Ay € 0 h-ésimo autovalor da matriz de covariancia.

O critério de Kaiser é utilizado para eleger os componentes principais. Um

autovalor preserva informagao relevante quando € superior a unidade.

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Obtencao de isolados

Todos os 52 isolados obtidos e selecionados para analises apresentavam
padrdes culturais, assim como aspectos morfolégicos que se enquadravam dentre

aquelas descritas para o género Colletotrichum (SUTTON, 1992).

3.3.2. PCR com primers especificos para Colletotrichum spp.

No presente estudo, foi verificado que dos 52 isolados de Colletotrichum spp.
submetidos a identificacdo molecular, todos eles apresentaram amplificagdo de uma
banda especifica, de cerca de 450 pb, apenas para C. gloeosporioides, quando
submetidos a PCR com o par de iniciadores CgInt/ITS4. Os estudos de PCR
realizados com os iniciadores especificos Calnt2/ITS4 e CgInt/ITS4 confirmaram a
identidade dos isolados como pertencentes a espécie C. gloeosporioides.

Os resultados desse trabalho corroboram com os de Martinez et al. (2009)
que, dentre os 121 isolados de Colletotrichum de manga avaliados, de dois locais
diferentes, todos foram classificados por meio de analise molecular como

Colletotrichum gloeosporioides. Porém, a existéncia de Colletotrichum acutatun
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como agente causador da antracnose em manga no Brasil foi detectada por Souza
et al. (2013), cuja presenca, unica, foi verificada entre 184 isolados estudados.
O gel de eletroforese ilustrando o produto da amplificagdo de 14 isolados da

espécie C. gloeosporioides encontra-se apresentado na (Figura 7).

3000 pb

1000 pb

500 pb

150 pb

Figura 7. Padrdo de bandas do produto de PCR com primer especifico CgInt/ITS4.
PM: 100 pb “DNA Ladder Plus” (Fermentas). Numeros de 1 a 13
correspondem a isolados identificados como  Colletotrichum
gloeosporioides e o numero 14, referente a isolado padréo, classificado
como C. gloeosporioides mediante sequenciamento da regiao ITS1-5.8S-
ITS2. C: “mix” livre de DNA.

3.3.3. Caracterizagao Morfocultural e Patogénica

A coloracdo das colbnias fungicas (Figura 8) foi bastante heterogénea,
variando de branca, cinza, castanha a preta, com predominancia das cores branca e
cinza. Entretanto, nos primeiros dias de cultivo todas as colonias mostravam-se
totalmente brancas, variando para as outras coloragdes ao longo do seu
crescimento. As caracteristicas apresentadas pelos isolados de Colletotrichum sao

semelhantes as descri¢des citadas por Sutton (1992).
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Figura 8. Vista parcial da diversidade dos isolados de manga quanto aos aspectos
relativos a cor de colonias. Cor da colénia: A - branca, B — cinza, C -
branca/cinza, D - branca/salmao e E cinza/preto. Cor do reverso: F —
branco, G — Cinza, H — Preto, | - Branco/cinza, J - branco/preto, K — Cinza
esverdeado, L - cinza/preto, M — branco/preto/castanho, N -
branco/cinza/preto, O — reverso com pontuagdes escura.

As variag¢des apresentadas pelas colénias do patdbgeno podem ser atribuidas
ao genotipo de cada isolado, cuja expressao fenotipica esta associada ao ambiente
de cultivo, assim como a biosintese de metabdlitos secundarios, que tem sido
caracterizada em Colletotrichum, permitindo o surgimento de variagdes
morfoculturais (BAILEY; JERGER 1992; BONETT et al., 2010).

A coloracao da borda das colénias variou de branca a cinza, com exceg¢ao de
um isolado de C. gloeosporiodes oriundo de folha da variedade Van Dyke, a qual
apresentou duas cores: Branco e cinza. No reverso, verificou-se grande variagdo de
cores das colbnias, desde branca intensa, até combinacbes de trés cores
Branco/Cinza/Preto. Para alguns isolados foi observada a presenca de setores e

também a presenga de pontos pretos no reverso da coldnia.
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Os resultados do estudo de patogenicidade foi positivo para todos os 52
isolados avaliados, porém com respostas de niveis de patogenicidade diferenciados.
Por meio da andlise de variancia dos dados de patogenicidade foi verificado que
houve diferenga significativa (Tukey, P<0,05) quanto ao comportamento dos isolados

avaliados (Tabela 10).

Tabela 10. Respostas fenotipicas de 52 isolados de Colletotrichum gloeosporioide
de manga quanto a cor da colénia(C_C), cor do bordo(C_B), cor do
reverso(C_R), presenca ou auséncia de pontuag¢des pretas no reverso
(P_R), presencga ou auséncia de setores (S) em meio BDA, a 25 °C, sob
luz continua, por sete dias, e patogenicidade média (P), resultante da
inoculagdo de frutos destacados de manga da variedade Palmer.
Jaboticabal/SP, 2015.

Isolado C_C C_B C_R P_R S P média
1™ 2 2 7 0 0 1,67 ab
™ 2 2 3 0 0 1,67 ab
7L 2 2 3 0 0 1,67 ab
8M 5 2 3 0 1 1,67 ab
8L 1 1 1 1 0 1,67 ab
10L 3 2 3 1 0 1,33 ab
10M 2 2 8 0 1 2,33 bc
11L 3 2 9 1 0 2,67 bc
11M 2 2 3 0 0 2,00 bc
13M 2 1 5 1 0 2,00 bc
13L 2 2 5 0 0 2,00 bc
15M 2 2 3 0 0 4,00 c
16L 1 1 1 0 0 2,00 bc
16M 1 1 1 0 0 2,33 bc
17L 1 2 2 0 0 2,00 bc
17M 1 1 1 0 0 1,33 ab
18M 3 2 5 1 0 1,33 ab
18L 1 1 1 0 0 1,00 ab
19M 1 1 9 0 0 2,33 bc
19L 1 1 9 0 0 2,00 bc

20M 1 1 9 0 0 1,33 ab
20L 1 1 4 0 0 1,00 ab
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22M
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24M
25M
25L
26L
26M
28M
29M
40L
40M
41M
43M
44M
50M
53L
56L
59L
60L
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67L
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70M
71M
72M
73M
74M
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1,67
2,00
1,33
1,00
1,00
1,67
4,00
2,33
2,33
3,66
3,66
4,00
4,00
4,00
2,33
2,33
2,33
1,67
2,67
1,67
1,67
1,67
1,67
2,33
4,00
1,67
2,00
2,33
1,67
2,00
0

*Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo Teste Tukey a 5% de

probabilidade. CV: 31,29%; DMS: 1,96.
L — Folhas
M - Frutos
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Todos os isolados avaliados mostraram-se patogénicos, em niveis
diferenciados. N&o foi constatada relagdo entre o comportamento patogénico e
areas de procedéncias dos isolados. Também nao foi constatada relacdo entre
caracteristicas morfoculturais e niveis de patogenicidade apresentados pelos
isolados avaliados.

Por meio da analise de agrupamento pelo método hierarquico aplicada as
variaveis, coloragdo das colbénias, do bordo e do reverso, presenca ou auséncia de
setores e pontos no reverso, e patogenicidade, verificou-se grande variabilidade
entre os isolados, resultando numa arquitetura envolvendo quatro grupos de

isolados caracterizados como grupos | (G), Il (GlII), 1l (Glll) e IV (GIV) (Figura 9).
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Figura 9. Dendrograma resultante da analise de agrupamento pelo método

hierarquico mostrando a formacado de grupos segundo as variaveis:
coloragao das colbdnias, do bordo e do reverso, presenga ou auséncia de
pontuagdes escuras no reverso, presenga ou auséncia de setores e
comportamento patogénico dos isolados.
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O grupo Gl, formado pelos isolados 10M (Alda), 26L (Dashirari), 29M (Haden
2H) e 69L (Rent), possui alta dissimilaridade entre os isolados provavelmente por
todos apresentarem caracteristicas morfoculturais distintas, porém apresentaram
uma caracteristica unica em comum: somente esses isolados exibiam a presenga de
setores.

O grupo Gll é formado pelos isolados 8L (Adams), 10L (Alda), 11L (Pele
Mocga), 13M (Carrier), 18M (Palmer), 25L (Carabao) e 59L (Van Dyke), que
caracterizaram-se pela presencga de pontuagdes escuras no reverso. O isolado 8L é
0 unico desse grupo que possui coloragao branca para todos os fatores analisados e
por conta disso apresenta uma dissimilaridade alta quando comparado com os
outros que compdes 0 grupo.

Os isolados 17M (Torbet), 16L, 16M (Rosa), 18L (Palmer), 19M,19L (Julima),
20M, 20L (Rocha), 22M (Foice), 25M (Carabao), 26M (Dasherari), 28M (Haden 2H),
41M (Rubi), 53L (Espada Staha), 60L (Palmer), 67L (Coracao de boi), 71M (Palmer)
e 74M (Rosa) formam o grupo Glll, todos esses isolados apresentam cor branca
para a colénia e para o bordo. Esse grupo apresenta dois subgrupos o GlII-A
formado por isolados que apresentam o reverso de cor branco/cinzal/preto e o
subgrupo GllI-B formado por isolados que apresentam o reverso de coloragéo banco
ou branco/cinza.

O grupo GIV foi formado pelos isolados 1M (Winter), 7L, 7M (Petacon), 11M
(Pele Mocga), 13L (Carrier), 15M (Haden TR), 17L (Torbet), 21M (Lima Peru), 22L
(Foice), 24M (Suprema), 40L, 40M (Espada Stahl), 43M (Florigon), 44M (Espada
Ouro), 50M (Alfa), 56L (Chok Anan), 62L (Bourbon Vermelha), 63L (Uba), 65L
(Haden 2H), 70M, 72M (Tommy Atkins) e 73M (Palmer). A maioria desses isolados
possui caracteristicas de cor da col6nia (cinza), cor do bordo (cinza) e cor do reverso
(preto) semelhantes. A dissimilaridade desse grupo € a menor quando comparada
com os demais. No dendrograma, tais isolados encontram-se mais préximos ao eixo,
com dissimilaridade igual ou préxima a zero.

O Isolado 8M (Adams) é o unico que nao se encontra inserido em um grupo,
certamente pela caracteristica especifica desse isolado. Esse foi 0 unico isolado com

a colbénia da cor Cinza/Preto/Esverdeado, nem mesmo o isolado proveniente da
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folha (8L) da mesma planta apresentou semelhanga nas caracteristicas
morfoculturais com este isolado.

Nesse presente estudo houve uma grande variabilidade cultural dos isolados
de C. gloeosporioide isolados de manga, cujas cores das colbnias variaram de
branco, cinza e preto. Resultado semelhantes foram também obtidos por Couto e
Menezes (2004), quando mediante avaliagdo de isolados de C.gloeosporioides
obtidos de quatro variedades de banana, de diversos municipios de Pernambuco,
concluiram que os isolados de Colletotrichum pertencentes da mesma espécie
apresentaram entre si grande variabilidade morfocultural, no mesmo substrato,
admitindo estar este fato relacionado com a possivel presenga de racgas fisiologicas.

A maioria dos isolados avaliados no presente estudo provieram de
mangueiras localizadas nos municipios de Pindorama e Votuporanga, de diferentes
variedades, sem contudo ser verificado agrupamentos especificos.

As analises mostraram que os dois primeiros componentes principais
permitiram explicar 51,26 % da variancia contina nas variaveis originais. O
componente principal 1 (CP1) e o componente principal 2 (CP2) contribuiram com
29,25% e 22,01% respectivamente da variancia remanescente. Assim, o conjunto
inicial de seis variaveis dependentes passou a ser caracterizado por duas novas
variaveis latentes independentes, o que possibilitou sua localizacdo em figuras

bidimensionais (Figura 10) (ordenacao dos isolados por componentes principais).
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Figura 10. Biplot com representagdo da projecdo das variaveis: Cor da colbnia
(C_C), cor do reverso (C_R), cor do bordo (C_B), presenga de
pontuagdes no reverso (P_R), presenca de setores (S) e patogenicidade
(P), nos dois primeiros componentes principais, 1 e 2, com a
discriminagdo dos 52 isolados de Colletotrichum gloeosporioides,
Jaboticabal/SP.

Pode-se observar que as correlagdes positivas sao responsaveis pela
discriminagao dos gendtipos localizados a direita de CP1 e a correlagdo negativa
pela discriminagcdo dos gendtipos, a esqueda de CP1. As variaveis com correlagéao
positiva sdo as responsaveis pela discriminagao dos isolados localizados na parte
superior de CP2 e as variaveis com correlagdo negativa sdo as responsaveis pela
discriminagdo dos isolados localizados na parte inferior de CP2, observa-se a
formacgao dos mesmos grupos Gl, Gll, Glll e GIV (Figura 10).

E possivel identificar isolados que possuem caracteristicas particulares, pela
distribuicdo na analise de coordenadas principais, aqueles com caracteristica unica
se encontram distantes do centro da figura (fluxo de massa).

Os Isolados 8M (Adams) e 29M (Haden 2H) sdo os mais distantes do fluxo de
massa, por possuirem caracteristicas particulares quando comparado com o0s

demais, o Isolado 8M ¢é o0 Unico que possui coloragdo da coldnia
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Cinza/Preto/Esverdeado, e o isolado 29M € o unico que apresenta tanto a presenca
de setor quanto a presenca de pontuagdes escuras no reverto.

Nesse estudo foi constatado alto polimorfismo de Colletotrichum
gloeosporioides isolados de manga, sendo inclusive superior a isolados oriundos de
de tomate, manga e lima acida ,Tahiti* (MARTINEZ et al., 2009). Dentre tais fatores
responsaveis por tais comportamentos incluem-se as caracteristicas intrinsicas de
cada isolado, ou proprios de cada género, ou decorrente de aspectos relacionados
aos tipos de meios de cultivo, temperatura ambiente e luminosidade (MAIA et al.,
2011; NECHET & ABREU 2002). Dessa forma, tais resultados confirmam
informagdes contidas na literatura de que apenas caracteres morfolégicos ndo sao
suficientes para o estabelecimento de taxons em Colletotrichum (ANDRADE et al.,
2007; MEHTA, MEHTA 2010). Entretanto, o conhecimento das caracteristicas
fenotipicas dos isolados sao importantes em trabalhos de rotina, e para
conhecimento geral e académico dos respectivos géneros de fungos, incluindo

Colletotrichum.

3.3.4. Avaliagao de fungicidas

Os isolados 15M (Haden), 26L (Dashirari), 29M (Haden), 40L, 40M(Espada),
41M (Rubi), 43M (Florigon) e 69L (Rent) foram submetidos ao teste de sensibilidade;
esses foram selecionados por apresentarem uma nota de patogenicidade entre 3,5 a
4.

Os dados referentes ao diametro médias das colbénias de C. gloeosporioides
submetidos a 4 concentragdes de fungicidas (0; 0,1; 1; 10; 100) de trés fungicidas
(Azoxystrobina, Tebuconazole e Bacillus subtilis), incluindo a testemunha, foram
significativos para o teste F, assim como a interacdo Doses X Fungicida. Todos os
fungicidas diferiram entre si pelo teste de Tukey (P<0,05) (Tabela 11), havendo
relagdo negativa direta entre concentracdo e tamanho das colbénias, para os trés

fungicidas avaliados.
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Tabela 11. Didametro médio das colbnias de Colletotrichum gloeosporioides apos 7
dias de incubagéo, em meio BDA acrescido de trés fungicidas, sob cinco
concentragbes de ingrediente ativo. Jaboticabal/SP, 2015.

Concentracdo (mg.L™) Bacillus subtilis Tebuconazole Azoxystrobina
0 77,36 a 77,34 a 78,22 a
0,1 71,32 b 37,98 a 71,15b
1 66,71 b 20,99 a 61,79b
10 46,56 b 10,76 a 53,06 b
100 Oa 0a 7,94 a

*Medias seguidas da mesma letra na linha nao difere entre si a nivel de p(<0,05) de
significancia pelo teste de Tukey. DMS=11,94.

Nas doses 0,1 mg.L™, 1 mg.L™" e 10 mg.L™ o fungicida quimico Tebuconazole
apresentou o menor didmetro médio das colbnias de C. gloeosporioides in vitro
quando comparados com o fungicida quimico Azoxystrobina e o agente biolégico
Bacillus subtilis.

Na dose 100 mg.L™ o unico fungicida que apresentou crescimento foi o
fungicida Azoxystrobina, uma estrobilurina das mais sistémicas, com atividade
predominantemente preventiva, mas também com acgao curativa e anti-esporulante,
que fica aderida acumulam-se na cutina durante a pulverizagao e apos a agao de
intempéries (TOFOLI et al., 2002).

Lopes et al. (2015) testou diversos fungicidas e a combinagdo de dois
ingredientes ativos em oito isolados de Colletotrichum spp., os melhores resultados
de inibicdo foram a combinacao Trifloxistrobina + Tebuconazole independente da
dose aplicada, porém nenhum fungicida testado foi eficiente na inibicdo total da
germinagao de conidios.

A concentracdo 100 mg.L™ ndo apresentou crescimento micelial até o sétimo
dia de avaliagdo sob os tratamentos Bacillus subtilis e o fungicida Tebuconazole,
porem o fungicida Azoxystrobina ainda apresentou crescimento micelial in vitro.
Tavares e Souza (2005) também nao alcancaram 100% da inibigdo do crescimento
micelial de C. gloeosporioides mesmo usando concentragdes de azoxystrobina de
até 1000 mg.L"'. A insensibilidade do isolado ao fungicida confirma a presenca de
resisténcia cruzada para esse grupo de fungicidas, confirmando observacdes
de Spalding (1982) e Tavares e Souza (2005).

O fungicida Tebuconazole pertence ao grupo quimico dos triazéis que atuam
na formacao do ergosterol, um importante lipidio fungico para a formagdo da

membrana das células. A auséncia desta camada leva ao colapso da célula fungica
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e a interrupgcdo do crescimento micelial (BRASIL, 2015). Tavares e Souza (2005)
alcancaram um resultado de 100% de inibicdo do crescimento micelial de
Colletotrichum apenas com 10 mg.L™" de Tebuconazole.

As concentracbes influenciaram no crescimento micelial do C.
gloeosporioides, ajustando-se a equacdo do modelo linear. O crescimento dos
isolados mostrou-se inversamente proporcional a concentragdo dos fungicidas

avaliados (Figura 11).
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Figura 11. Representacao gréfica, ajuste das equagdes de regressao e coeficientes
de determinagao (R?) da variavel didametro da col6nia, submetidas a cinco
concentracbes dos fungicidas Bacillus subtilis, Azoxystrobina e
Tebuconazole.
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O fungicida tebuconazole proporcionou menor didmetro do micélio em todas
as concentragdes, quando comparado com azoxystrobina e Bacillus subtilis. O
fungicida Folicur 200 EC é um fungicida sistémico do grupo dos triazéis com agao
preventiva e curativa, atua no bloquei da biossintese de ergosterol, que é um
importante lipidio fungico para a formagdo da membrana das células. A auséncia
desta camada leva ao colapso da célula fungica e a interrupg¢ao do crescimento.

Os fungicidas quimicos tebuconazole e azoxystrobina apresentaram I1Cso igual
a 47,0 e 49,1 mg.L™ respectivamente, e o agente bioldgico Bacillus subtilis 1Cs0 igual
a 49,41 mg.L", assim esses trés fungicidas ficam classificados pela escala de
Edgington et al. (1971) como de baixa eficiéncia (ICs0 entre 10 - 50 mg.L™).

O serenade é um fungicida bactericida microbiolégico que possui multiplos
modos de acdo. Os lipopeptideos produzidos pelo Bacillus subtilis QST713
presentes na formulacdo atuam na membrana celular das estruturas reprodutivas do
fungo, provocando sua deformacéo e produzindo rupturas. E usado em pulverizagdo

preventiva no controle de doengas

3.4. CONCLUSOES

- Todos os isolados desse estudo sao da espécie Colletotrichum gloeosporioides;

- Ha uma grande variabilidade morfocultural entre os isolados de Colletotrichum
gloeosporioides isolados de folhas e frutos de manga.

- Todos os isolados de Colletotrichum gloeosporioides estudados sao patogénicos
quando inoculados em manga ,Palmer®.

- As caracteristicas morfoculturais sao polimérficas o que impossibilita a
classificagdo do fungo por meio desses parametros;

- Todos os fungicidas testados sdo considerados de baixa eficiéncia no controle in
vitro do Colletotrichum gloeosporioides isolados de folhas e frutos de manga.

- S80 necessarios dados sobre um conjunto maior de isolados para uma mais

precisa avaliacdo da prevaléncia das espécies envolvidas na antrachose no Brasil.
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CAPiTULO 4 - CARACTERIZAGAO MORFOCULTURAL, MOLECULAR E
PATOGENICA DE ISOLADOS DE Colletotrichum spp. ASSOCIADOS A
ANTRACNOSE EM GOIABA

RESUMO - O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de goiaba (Psidium guajava
L.), porém sua participagdo no mercado internacional da fruta “in natura” é discreta,
principalmente pela mesma ser altamente perecivel e exigir maiores cuidados no
transporte e no acondicionamento. O estado de S&do Paulo € o maior produtor de
goiaba do Brasil, no entanto problemas da ordem fitossanitaria afetam a
produtividade e a qualidade dos frutos, provocando prejuizos. A antracnose € a
principal doenga pods-colheita da goiaba, porém muitos frutos ja apresentam
sintomas na lavoura quando o controle ndo é adequado e as condi¢gdes climaticas
sao favoraveis ao desenvolvimento da doenca. Os objetivos desse trabalho foram
caracterizar a diversidade genética e morfocultural de isolados de Colletotrichum
spp. provenientes de goiabeiras das regides produtoras do estado de S&o Paulo,
determinar a sensibilidade micelial ,jn vitro®, estimando o 1C50 (Concentracao efetiva
capaz de inibir em 50% do crescimento micelial), de isolados submetidos a trés
fungicidas. Os 27 isolados de Colletotrichum spp. foram submetidos a identificagado
molecular através dos primers especificos, Calnt e Cgint juntamente com o ITS4, e
posteriormente aos 11 primers ISSR selecionados para o estudo de diversidade. O
teste de sensibilidade foi realizado com 3 fungicidas (tebuconazole, azoxystrobina e
Bacillus subtilis linhagem QST 713) e 4 concentragdes (0,1; 1;10 e 100 mg.L™ de
ingrediente ativo), em placas de Petri contendo BDA, comparado com a testemunha,
sem fungicidas. Todos os isolados foram classificados como Colletotrichum
gloeosporioides, a diversidade genética e morfocultural entre os isolados foi alta,
sendo os isolados de mesma regido geografica os de maior similaridade genética,
mesmo quando esses foram coletados de variedades diferentes de goiaba. O teste
de sensibilidades mostrou que os produtos azoxystrobina e tebuconozole sao de

baixa eficiéncia (IC50 10-50mg.L™) e o Bacillus subtilis, ineficiente.

Palavras-chave: Psidium guajava, Colletotrichum gloeosporioides, Fungicidas.
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4.1. INTRODUGAO

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de goiaba (Psidium guajava L.),
com uma produgao de aproximadamente 300 mil toneladas. Os estados de Séao
Paulo e Pernambuco correspondem, em conjunto, por mais de 80% da produgao
nacional de goiaba. O estado de S&o Paulo, principal estado produtor, produz
aproximadamente 112 mil toneladas de goiabas por ano (IBGE, 2014), das quais
mais de 50% séo destinadas para o consumo in natura (TOKAIRIN; CAPPELLO;
SPOSITO, 2014).

Um entrave na cadeia produtiva da goiaba sdo as perdas provocadas por
pragas e doencgas. A goiabeira, durante as diferentes fases de seu desenvolvimento,
pode sofrer ataques de um numero de doencgas relativamente grande sendo as mais
comuns a ferrugem, verrugose, antracnose e bacteriose. As doengas pds-colheita
representam sérios prejuizos a cultura, uma vez que compromete, além da
qualidade, a quantidade de frutos colhidos, sendo responsavel por até 90% do total
de perdas causadas por fitopatdégenos, principalmente para os frutos que serao
destinados a comercializagao in natura (DANTAS et al., 2003).

A antracnose ou mancha chocolate € uma doenga fungica, causada por
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc (BRASIL, 2015), cuja forma
sexuada corresponde a Glomerella cingulada (Stoneman) Spauld. & Schrek. Os
sintomas da antracnose caracterizam-se, inicialmente, por manchas necroticas
pequenas, deprimidas e de coloracdo marrom na superficie dos frutos. Com a
evolugdo da doenga, as lesdes aumentam, ficam deprimidas e coalescem. Sob
condicbes de alta umidade, uma massa de esporos alaranjada se forma sobre as
lesbes (PICCININ; PASCHOLATI; DI PIERO, 2005).

No Brasil, o Ministério da Agricultura reconhece apenas o Colletotrichum
gloeosporioedes como patdbgeno causador da antracnose em goiaba, e existe
recomendacgao de controle apenas para essa espécie. Assim, informagdes quanto
ao espectro de espécies de possiveis outras espécies associadas, além de rever as
suas medidas de controle, é também importante no contexto aos programas de
quarentena e no melhoramento genético das plantas visando resisténcia
(FREEMAN; KATAN; SHABI, 1998; ANDRADE et al., 2007; CAl et al., 2009).
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No Brasil, o controle da antracnose da goiaba baseia-se no uso de fungicidas
de contato ou sistémicos (FERRAZ, 2010; SOUZA, 2011). Porém, considerando-se
que nos ultimos anos o controle do patdgeno vinha sendo alcangado com sucesso,
suspeita-se que em virtude do uso continuado de fungicidas especificos, possa ter
havido selegéo e incremento da frequéncia de linhagens do patdgeno, resistentes aos
principais ingredientes ativos (SOUZA, 2011), também ndo se descarta que as
préprias praticas culturais possam ter contribuido a formacdo de grupos de
especializacado patogénica (LIMA FILHO et al., 2003).

Técnicas moleculares associadas as caracteristicas morfoculturais e alguns
aspectos biolégicos tém sido empregadas para diferenciar e caracterizar espécies
de Colletotrichum associadas & antracnose em goiaba (TOZZE JUNIOR; BUENO;
MASSOLA JUNIOR, 2004; TAVARES, SOUZA 2004; PEREIRA 2009). Nesse
sentido, a caracterizagdo molecular, morfocultural e a patogenicidade poderiam
contribuir a identificacdo de espécies de Colletotrichum patogénicas a goiaba, que,
aléem de demonstrar sua variabilidade, esses resultados poderiam criar subsidios
com vistas ao controle da doenca.

Por muitos anos, a identificacdo das espécies de Colletotrichum e varios
outros géneros de fungos baseava-se na ontogénese, morfologia, aspectos
ecologicos e faixa de hospedeiros (SUTTON, 1992; TEBEEST et al., 1997; PHOTITA
et al.,, 2005; THAUNG, 2008). Porém, tem-se verificado que a caracterizagcao
baseada exclusivamente nesses critérios, nem sempre oferecem a confianga
necessaria, devido as grandes diversidades morfologicas e fenotipicas resultantes
de influéncias ambientais (HYDE et al., 2009), além de aspectos filogenéticos de
alguns patégenos (TAYLOR, 1995). Ao longo dos anos e pelas dificuldades
apontadas, técnicas mais modernas e seguras tém sido utilizadas, com destaque as
moleculares (PERES et al., 2002; DU et al., 2005; PHOTITA et al., 2005; ABANG et
al., 2006; WHITELAW-WECKERT et al., 2007; THAN et al., 2008; KIM et al., 2009;
NGUYEN et al., 2010).

Os marcadores moleculares ISSR permitem estudar a diversidade genética
em Colletotrichum gloeosporioides. Técnicas baseadas em PCR ISSR, como
utilizado nesse estudo, sdo rapidas quanto a sua aplicagao, reprodutiveis, e produz

um grande numero de bandas polimorficas.
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Considerando a importancia da identificagdo, frequéncia e distribuicdo das
possiveis espécies de Colletotrichum associadas a goiabeira, no estado de Sao
Paulo, os objetivos desse trabalho foram: (i) realizar a caracterizagao morfocultural e
molecular, e de diversidade genética de isolados de Colletotrichum spp.
provenientes de goiabeiras de diversos municipos produtores do estado de Séao
Paulo, (ii) caracterizar os isolados quanto a patogenicidade, (iii) avaliar a eficiéncia
dos fungicidas quimicos azoxystrobina, tebuconazole e Serenade®, um fungicida

bioldgico originario de Bacillus subtilis linhagem QST 713.

4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Origem, cultivo e preservagao dos isolados de Colletotrichum spp.

No estudo foram utilizados 27 isolados de Colletotrichum oriundos de frutos
sintomaticos de trés variedades de goiaba, Tailandesa, Paluma e Pedro Sato. Essas
foram coletadas em quatro municipios do estado de S&o Paulo, sendo: Itapolis, Vista
Alegre do Alto, Valinhos e distrito de Sdo Lourengo do Turvo, pertencente ao
municipio de Matao (Tabela 12; Figura 12). Tais frutos foram armazenados em
caixas térmicas e levados para o Laboratério de Fitopatologia da FCAV/UNESP, em
Jaboticabal, para isolamento do patogeno.

Todos os frutos coletados procederam de areas comerciais, com emprego de
todas as praticas culturais indicadas para a cultura, incluindo o uso de defensivos

agricolas.
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Tabela 12. Locais de coletas das amostras dos frutos, identificacdo dos isolados de
Colletotrichum spp., e variedades amostradas.

Origem Identificacéo Variedade
Itapolis SP 1 Paluma
Itapolis SP 2 Paluma
Itapolis SP 3 Paluma
Itapolis SP 4 Paluma
Itapolis SP 7 Paluma
Itapolis SP 8 Paluma
Itapolis SP 9 Paluma
Itapolis SP 10 Pedro Sato
Itapolis SP 11 Pedro Sato
Itapolis SP 12 Pedro Sato
Itapolis SP 21 Paluma
Itapolis SP 22 Paluma
Sao Lourenco do Turvo SP* Pr Paluma
Séao Lourenco do Turvo SP 1 Paluma
Sao Lourenco do Turvo SP 2 Paluma
Sao Lourenco do Turvo SP 3 Paluma
Sao Lourenco do Turvo SP 4 Paluma
Sao Lourenco do Turvo SP 5 Paluma
Valinhos SP 1 Tailandesa
Valinhos SP 2 Tailandesa
Valinhos SP 3 Tailandesa
Vista Alegre do Alto SP LD Paluma
Vista Alegre do Alto SP LV Paluma
Vista Alegre do Alto SP 1 Pedro Sato
Vista Alegre do Alto SP 2 Pedro Sato
Vista Alegre do Alto SP 3 Tailandesa
Vista Alegre do Alto SP 4 Tailandesa

Sao Lourenco do Turvo SP* - Distrito pertencente ao municipio de Matao.
Pr - Area de producdo da Predileta

LD - Lesao dura

LV - Lesao Vermelha

Para melhor entendimento da localizagdo geografica dos locais de coleta, na
Figura 12 estdo destacados as microrregides do estado de Sao Paulo.
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Figura 12. Microrregides correspondentes aos municipios onde foram coletadas
amostras de frutos de goiaba para isolamento de Colletotrichum spp.

Previamente ao isolamento do patégeno, os frutos colhidos foram mantidos
em salas de laboratorio, a temperatura ambiente, de 25 a 30 °C, com fotoperiodo
12/12 horas, sendo o isolamento do patégeno realizado subsequentemente ao
aparecimento e definigdo dos sintomas. Para isso, foram retirados fragmentos de
aproximadamente 5 mm? de tecido sintomaticos, os quais, apds desinfestagdo
superficial, lavagem em agua estérii e secagem em papel de filtro, foram
depositados em meio batata dextrose agar (BDA) contidos em placas de Petri.
Posteriormente, as placas de Petri foram armazenadas em estufas para B.O.D., a
25°C constante, e fotoperiodo de 12 horas. Apds sete dias, foram selecionadas as
colbdnias tipicas de Colletotrichum spp., seguido de repicagem e, posteriormente, da
identificacdo, tomando como referéncia aspectos culturais e morfofisioldgicos,
(SUTTON, 1992). A partir de colbnias tipicas e puras do patégeno foram obtidas
culturas monospdricas, seguido do seu armazenamento em O6leo mineral. Tais

isolados de Colletotrichum spp. foram utilizados nos estudos subsequentes.
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4.2.2. Extragcao de DNA dos isolados de Colletotrichum spp.

Para a extracdo de DNA, os isolados foram repicados para frascos de vidro
de 110 mL, contendo meio de cultivo liquido BD (batata-dextrose), mantidos por dez
dias, no qual os mesmos formaram uma massa micelial. Apds esse procedimento, o
micélio foi separado do meio de cultivo com o auxilio de peneiras, dispensando-se 0
meio restante. Em seguida, o micélio foi lavado com agua destilada, escorrido e
seco em placas de Petri, mantido em temperatura ambiente, por aproximadamente
12 horas. Depois de seco o micélio foi macerado em nitrogénio liquido, formando um
po seco, que foi transferido para tubos eppendorf de 2,0 mL.

As extracdes de DNA foram baseadas no protocolo de Kuramae-lzioka
(1997). Em cada tubo eppendorf contendo 0,1 g de micélio macerado de cada
isolado, foi adicionado 800 pL de tampéo de extracio [Tris-HCI 10 mM pH 8,0, EDTA
100 mM pH 8,0 e SDS 0,5% (p/v)]. Os tubos com as solugbes foram agitados em
vortex e em seguida levados a banho-maria a 65 °C por uma hora, sendo agitados
delicadamente a cada 10 minutos. Apds serem retirados do banho-maria, foram
acrescentados 400 yL de acetato de potassio (5 M). A solugdo foi misturada por
inversao e incubou-se no gelo por 30 minutos, invertendo-se os tubos a cada 10
minutos. Apds a incubagao em gelo, as amostras foram centrifugadas a 15.294 g por
10 minutos a 10 °C. Posteriormente, o sobrenadante foi cuidadosamente transferido
para novos tubos com o auxilio de uma pipeta e em seguida acrescentado a esse
volume 650 pL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), sob as mesmas condigdes.
Novamente as amostras foram centrifugadas e o sobrenadante foi transferido para
novos tubos. Posteriormente foram acrescentados 1000 uL de etanol absoluto
gelado a solugcdo, sendo entdo misturada cuidadosamente e acondicionada em
freezer -20 °C.

Apos a precipitagcdo do DNA em etanol, os tubos com as solugbes foram
centrifugados a 15.294 g por 20 minutos a 10 °C, descartando o sobrenadante,
sendo o “pellet” lavado com 700 uL de etanol 70% (v/v). Mais uma vez os tubos
foram submetidos a centrifugagado a 15.294 g por 7 minutos, a 10 °C, e a fase liquida

foi novamente descartada e o “pellet” foi colocado para secar. O “pellet” foi
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ressuspendido em 100 pL de tampéo TE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0, EDTA 100 mM pH
8,0) por 24 horas a 4 °C.

Para a avaliagdo da quantidade e da qualidade do DNA extraido foi utilizado
um espectrofotdmetro NanoDrop 100 (Uniscience), medindo a absorbancia de cada
amostra nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm. A relagdo de absorbancia
entre esses dois comprimentos de onda resulta no valor referente a qualidade do
DNA, sendo considerado um DNA de boa qualidade valores no intervalo de 1,8 a 2,0
(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
padrdo de concentragdo 100 pb DNA Ladder Plus (Fermentas) para verificacdo da
qualidade do DNA. O gel foi visualizado sob luz UV em equipamento de
fotodocumentagcao GEL DOC 1000 (BioRad).

4.2.3. Reagoes com primers especificos para C. acutatum e C. gloeosporioides

As amostras de DNA extraidas de Colletotrichum spp. foram submetidas a
reacdo de PCR com primers desenhados e desenvolvidos por Mills et al. (1992a),
para amplificagdo de uma banda exclusiva de cerca de 500 pb para Calnt2
(5"GGGGAAGCCTCTCGCGG3"), especifico para C. acutatum, e de
aproximadamente 450 pb para Cgint (5"GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG3Y),
especifico para C. gloeosporioides, os quais foram utilizados em conjunto com o
primer 1TS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') para amplificacdo da regido ITS
(WHITE et al., 1990). Como padrdes de amplificagéo foram utilizados um isolado de
C. acutatum e um isolado de C. gloeosporioides, previamente identificados,
mediante sequenciamento da regido ITS1-5.8S-ITS2, utilizando-se o par de primers
ITS1/ITS4. O sequenciamento das amostras padrao foi realizado no Laboratério de
Bioquimica de Plantas e Microorganismos, do Departamento de Tecnologia, da
FCAV/UNESP, em Jaboticabal, SP.

Para as reagdes de PCR foram utilizados o tampao 1X (KCI 50 mM, Tris-HCI
200 mM, pH 8,4); dNTP“s (dATP, dTTP, dGTP, dCTP, 2,5 mM de cada) 0,2 mM, 2,0
U de Taq DNA polimerase, MgCl, 2 mM,primer 5 pmol, 60 ng de DNA e agua pura
estéril g.s.p. 20 yL. Para a amplificacdo com os pares de primers Calnt2/ITS4 e

CgInt/ITS4 as reagbes foram realizadas em um termociclador Nexus (Eppendorf),
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sendo utilizado um ciclo a 95 °C por 3 minutos, 35 ciclos a 94 °C por 40 segundos,
64 °C por 1 minuto para amplificagdo com o primer Calnt2/ITS4 ou a 54 °C para o
CgInt/ITS4 e 72 °C por 1 minuto, e para finalizar 1 ciclo a 72 °C por 10 minutos. O
produto da PCR foi revelado por eletroforese em tampao TEB 1X (Tris 89 mM, acido
borico 89 mM, EDTA 2,5 mM, pH 8,3), utilizando gel de agarose 1,0 %, contendo
brometo de etidio (0,5 pg/mL) e visualizadas sob luz UV em equipamento de
fotodocumentagcdo GEL DOC XR (BioRad). Como padrao de tamanho molecular foi

utilizado o marcador 100 pb “DNA Ladder Plus” (Fermentas).

4.2.4. Reagao PCR-ISSR

Nas reagdes de PCR foram utilizados os seguintes reagentes: tampao 1X
(KCI 50 mM, Tris-HCI 200 mM, pH 8,4); dNTP*“s (dATP, dTTP, dGTP, dCTP, 2,5 mM
de cada) 0,2 mM, 2,0 U de Taq DNA polimerase, MgCl, 2 mM, primer 5 pmol, 80 ng
de DNA e agua pura esteéril q.s.p. 20 pL.

Na amplificacdo com os 11 primers ISSR (Tabela 13), as reacbes foram
realizadas em um termociclador Nexus (Eppendorf), sendo utilizado um ciclo a 95 °C
por 3 minutos, 35 ciclos a 94 °C por 40 segundos, temperatura variavel de acordo
com o primer por 1 minuto, e para finalizar 1 ciclo a 72 °C por 10 minutos. O produto
da PCR foi revelado por eletroforese em tampao TEB 1X (Tris 89 mM, acido bérico
89 mM, EDTA 2,5 mM, pH 8,3), utilizando gel de agarose 1,5%, contendo brometo
de etidio (0,5 pg.mL") e visualizadas sob luz UV em equipamento de
fotodocumentagcdo GEL DOC XR (BioRad). Como padrdo de tamanho molecular foi
utilizado o marcador 100 pb “DNA Ladder Plus” (Fermentas).

Os primers utilizados foram da marca Invitrogen Life Technologies. A escolha
desses foi baseada em resultados de pesquisas relativas as espécies pertencentes
ao género Colletotrichum, ou antecedentes quanto ao alto grau de polimorfismo
obtido (GUPTA et al., 1994; RATANACHERDCHAI et al., 2010; RAMPERSAD 2013).
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Tabela 13. Primers utilizados, suas respectivas sequéncias, temperaturas de
amplificagdo e numero de fragmentos observados nos isolados de
Colletotrichum sp. provenientes de frutos de goiaba.

Temperatura de Numero de
Primer Sequ ncia (5" 3 .
Amplificagcao fragmentos
P7 ACAACAACAACAACA 48 °C 08
P8 AACAACAACAACAAC 48 °C 09
P10 AAGAAGAAGAAGAAGAAG 48 °C 07
P12 GACAGACAGACAGACA 48 °C 10
P14 GACACGACACGACAC 53,8 °C 14
P20 CTGAGAGAGAGAGAGAGA 48 °C 12
P22 GAGCAACAACAACAACAA 53,8 °C 10
AF80820 AGAGAGAGAGAGAGAGT 48 °C 08
AF80821 AGAGAGAGAGAGAGAGC 48 °C 10
AF80822 GAGAGAGAGAGAGAGAT 41,7°C 08
AF80824 GAGAGAGAGAGAGAGAYG 48 °C 08

4.2.5. Caracterizagdo morfocultural e patogenicidade de isolados de

Colletotrichum spp.

Todos os isolados utilizados na identificagdo molecular foram previamente
agrupados, tomando-se como referéncia a procedéncia. Em seguida, foram
avaliados quanto ao aspecto e coloracado das colbnias. Para tal, discos de colbnias,
de 5 mm de didmetro foram extraidos das margens de culturas de sete dias,
cultivadas em meio BDA, e transferidos para novas placas contendo o mesmo meio
de cultivo. A seguir, tais culturas foram incubadas a temperatura de 25°C, sob luz
continua. Apos dez dias de incubagao, periodo em que as colbnias alcancaram
uniformemente as bordas das placas e atingiu a estabilizagdo da sua coloragéo,
procederam-se avaliagdes das mesmas, borda e reverso, sendo também avaliada a
possivel presenca de setores. Para cada isolado foram utilizadas trés repeticoes.
Cada unidade amostral foi representada por uma placa de Petri contendo os

respectivos isolados
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A partir das avaliagbes quanto a coloragdo das coldnias, bordo, reverso e
possivel presenca de setores desenvolveu-se uma escala qualitativa das notas

(Andrade et al., 2007, modificado) para a classificagao dos isolados (Tabela 14).

Tabela 14. Escala de notas referentes a coloragdo de colbnias, do bordo e do
reverso, e determinagdo quanto a possivel presenga de pontos no
reverso e de setores.

Escalas ccC CB CR S
1 Branco Branca Branca
2 Cinza Cinza Cinza -
3 Branco/Cinza Branco/Cinza Preto
4 Branco/Salmao Branco/Salmao Branco/Cinza
5 Cinza/Preto Cinza/Preto Branco/Salmao
6 Branco/Preto Branco/Preto Branco/Marrom

C_C: Coloragao das colénias; C_B: Coloragao do bordo; C_R: Coloracdo do reverso; S:
Presenca (+) ou auséncia de setores (-).

Para o teste de patogenicidade, frutos sadios de goiaba ,Pedro Sato" foram
submetidos a desinfestacdo de acordo com Sanchez (1990). Posteriormente, os
frutos foram feridos superficialmente com um agulha esterilizada. Com auxilio de
uma pipeta, sobre os ferimentosfoi depositada uma gota de 20 yL de suspensao
contendo 1,5 x 10° conl’dios.mL_1, de cada um dos isolados (culturas de 7 dias em
BDA), sobre o ferimento. A seguir, os frutos foram justapostos e mantidos em
bandejas de plastico contendo espuma embebida com agua, sendo selados com
filme plastico, e mantidas em cédmara fria a de 25°C, com fotoperiodo de 48h
(MORAES; TANAKA; MASSOLA JUNIOR 2013). As avaliacdes foram feitas aos 2, 4
e 6 dias apds a inoculagao, sendo adotada a seguinte escala de notas: 0 — frutos
sem sintomas; 1 — inicio de formagao de pequenas lesdes no local do ferimento; 2 —
lesdes superficiais, com didametro inferior a 3,0 cm; 3 — lesbes com didametro superior
a 3,0 cm, com areas encharcadas; 4 — lesdes estensivas, deprimidas e escuras,
com esporulagdo abundante e visivel (ANDRADE et al., 2007) (Figura 13), a nota
final da patogenicidade foi deferida no ultimo dia de avaliagéao.

O experimento, conduzido em duplicata, foi realizado mediante delineamento
inteiramente casualizado, com 4 repeticdes por isolado. Cada repeticdo foi

constituida de um fruto inoculado em um ponto na regido mediana dos frutos. Como
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controle, frutos foram inoculados com agua estéril. O isolamento dos patégenos dos

frutos doentes foi feito no final do experimento para completar o postulado de Koch.

Figura 13. Vista parcial de fruto de goiaba da variedade Pedro Sato indicagcdo do
ponto de ferimento e inoculagdo de Colletotrichum spp. (A). Notas
atribuidas: A (nota zero, auséncia de sintomas); B (nota 1) C (nota 2) e D
(notas 3 e 4, respectivamente com lesées maiores que 3 cm de didmetro
e lesbes encharcadas e escuras resultantes da elevada esporulacédo do
patégeno).

4.2.6. Sensibilidade micelial de Colletotrichum spp. a fungicida

Para tal, os fungicidas foram diluidos em série e ajustados para as
concentragdes 0,1; 1;10 e 100 mg.L™ de ingrediente ativo (Tabela 15), os quais
foram adicionados ao meio de cultivo batata-dextrose-agar (BDA) fundente (45°C).
As Placas de Petri contendo BDA sem fungicidas foram utilizadas como
testemunhas. Apds 24 horas do preparo do meio de cultivo, discos de colbnias dos
respectivos isolados foram transferidos para o centro de placa de Petri contendo
meio + fungicidas. Os discos de colénias, de 5 mm de didmetro, com
aproximadamente sete dias de repicagem, foram obtidos da periferia das colénias.
As placas permaneceram a uma temperatura aproximada de 25°C+2 °C e
fotoperiodo de 12 h, por um periodo de sete dias. O delineamento estatistico
adotado foi o inteiramente casualizado com quatro repeticbes. Cada unidade
amostral foi representada por uma placa de Petri. Os isolados submetidos ao teste
de sensibilidade foram aqueles que apresentaram parogenicidade entre 3,5 a 4.

As medigbes foram realizadas no sexto dia, no tratamento testemunha, as
coldénias alcangaram a periferia das placas. A partir do tamanho das colénias foi
determinada a porcentagem de inibicdo que, a partir de tais dados foi determinado o
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valor ICs0, que corresponde a concentragdo efetiva necessaria para inibir o
crescimento micelial em 50%.

Apobs o célculo do ICs0, os fungicidas foram classificados em 4 categorias de
eficiéncia, de acordo com a escala de Edgington et al. (1971), citada por
Tavares(2005), sendo: alta eficiéncia quando IC50< 1 mg.L™; moderada eficiéncia,
quando IC50 1 < 10 mg.L™; e baixa eficiéncia, quando ICs50 < 10-50 mg.L™ e;

insensivel, quando 1C50 > 50 mg.L™.

Tabela 15. Fungicidas avaliados no controle in vitro de Colletotrichum spp., € seus
nomes comerciais, grupos quimicos e concentragao de ingrediente ativo.

Ingrediente Ativo Nome Comercial Grupo quimico CIA*
Tebuconazole Folicur 200 EC® Triazol 200 g/L
Azoxystrobina Amistar 500 WG® Estrobilurina 500 g/L
Bacillus subtilis linhagem QST 713 Serenade® Agente Biologico 13,68 g/L

*Concentragao de ingrediente ativo

4.2.7. Analise dos dados

Os produtos da amplificacao, visualizados no gel, produzidos por cada primer
ISSR foram utilizados na elaboracdo de uma matriz de similaridade genética:
presente (1) ou ausente (0). As matrizes binarias foram usadas para a obtencéo das
estimativas de similaridades genéticas, com auxilio do programa
XLSTAT (Addinsoft®, versao 2014), empregando-se o coeficiente de Jaccard. Para
0 agrupamento dos genotipos foi utilizado o método de médias ndo ponderadas das
similaridades UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Average). O
coeficiente de variagdo (CV%) associado as estimativas da similaridade genética foi
calculado utilizando o programa DBOOD (COELHO, 2001), com 10.000
reamostragens (Bootstraps).

Para a andlise dos dados quanto aos valores de patogenicidade e a
sensibilidade micelial empregou-se, primeiramente, o tratamento estatistico da
caracteristica individual. Quando o teste F foi significativo, as médias foram

submetidas ao teste de Tukey (P<0,05) ou regressao.
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As médias dos tratamentos qualitativos (fungicidas) foram submetidas ao
teste de Tukey a 5% de significancia. As médias dos tratamentos quantitativos
(doses) foram submetidos a analise de regressdo. De forma complementar, foi
também realizada analise exploratoria multivariada, de agrupamento por método
hierarquico e a analise de componentes principais, que permitiram a avaliagdo em
conjunto de todas as variaveis morfoculturais analisadas.

A técnica de agrupamento hierarquico interliga as amostras por suas
associagoes, produzindo um dendrograma onde amostras semelhantes, segundo as
variaveis escolhidas, sdo agrupadas entre si (MOITA NETO E MOITA 1998). Para
medir a semelhanga entre os centroides de cada isolado utilizou-se a distancia
euclidiana (medida de dissimilaridade) para o conjunto das sete variaveis
morfoldgicas, enquanto para a estratégia de agrupamento adotou-se o método de
Ward. O resultado da analise foi apresentado em forma grafica (dendrograma),
auxiliando na caracterizagao dos grupos.

A analise de componentes principais permite condensar a maior quantidade
da informacé&o original, contida em p variaveis (coloragdo das colbénias, do bordo e
do reverso, presenga e auséncia de setores), em variaveis latentes ortogonais
denominadas componentes principais, que sdo combinagdes lineares das variaveis
originais criadas com os autovalores da matriz de covariancia dos dados (HAIR,
2005). A correlagéo entre cada variavel (X;) e um componente principal (CPy) €
medida por:

ajh
r, (cp,)=
J

Onde: s; € o desvio padrdo da variavel j; aj, € o coeficiente da variavel j no h-ésimo

componente principal e Ay € 0 h-ésimo autovalor da matriz de covariancia.

O critério de Kaiser € utilizado para eleger os componentes principais. Um

autovalor preserva informacgao relevante quando € superior a unidade.
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4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1. Obtengao de isolados

Todos os 27 isolados obtidos e selecionados para analises apresentavam
padrdes culturais, assim como aspectos morfolégicos que se enquadravam dentre

aqueles descritos para o género Colletotrichum (SUTTON, 1992).

4.3.2. PCR com primers especificos para Colletotrichum spp.

No presente estudo foi verificado que dos 27 isolados de Colletotrichum spp.
submetidos a identificagcdo molecular, todos eles apresentaram amplificagdo de uma
banda especifica, de cerca de 450 pb, apenas para C gloeosporioides, quando
submetidos a PCR com o par de primers Cgint/ITS4. Os estudos de PCR realizados
com os primers especificos Calnt2/ITS4 e CgInt/ITS4, confirmaram a identidade dos
isolados como pertencentes a espécie C. gloeosporioides.

Os resultados desse trabalho corroboram com os de Anuar; Vijaya; Zakaria
(2014), os quais verificaram que dentre 20 isolados obtidos de goiaba com sintomas
de antracnose enquadraram-se em C. gloeosporioides. Resultados semelhantes
foram também obtidos por Soares-Colletti (2012), o qual verificou em seus estudos
que isolados obtidos de goiaba, de varias regides produtoras do estado de Sao
Paulo, quando submetidos a PCR com os primers especificos Calnt e Cglint, 86,34%
deles apresentaram banda especifica de C. gloeosporioides, € nenhum deles
apresentou amplificacdo para o primer Calnt/ITS4.

Ap0s a identificacao da espécie, os isolados foram submetidos aos 11 primers
ISSR que permitiram a codificacao de 103 locos, variando de 7 (P10) a 14 (P14). A
diversidade genética de C. gloeosporioides, baseado em marcadores moleculares
ISSR, mostraram relagao entre distribuicdo genética e geografica, conforme grupos

apresentados na Figura 14.
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Figura 14. Dendrograma dos 27 isolados de Colletotrichum gloeosporioides obtidos
pelo agrupamento UPGMA, utilizando o coeficiente de Jaccard.

A similaridade média observada nesse estudo foi de 0,589, sendo as maiores
detectadas entre os isolados de Itapolis SP, e entre os isolados 1 e 4 de Vista Alegre
do Alto SP. As menores similaridades foram encontradas entre os isolados
originados de Valinhos/SP e os originados de Itapolis/SP (aproximadamente 0,4),
municipios esses que se encontram nas duas microrregides mais distantes entre si.

O isolado Sao Lourengo do Turvo Pr e Vista Alegre 3 se encontram no grupo
Gl, de forma deslocada dos demais individuos que compdes o grupo, com uma
similaridade genética de 0,78. No geral, os agrupamentos apresentaram tendéncia a
distribuicdo geografica, porém nesse caso os isolados de dois municipios distintos

agruparam-se entre si, possivelmente por tratar-se de populacdo clonal, dada a
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pequena distancia geografica entre esses dois municipios, de apenas 60 km, ou pelo
material de origem, ja que os ambos os isolados provieram da variedade Paluma.

O grupo Gll é formado por isolados provenientes de goiabas obtidas em Sao
Lourenco do Turvo e em ltapolis, areas essas as mais proximas entre si, nesse
estudo, com apenas 40 km de distancia, pertencente a macrorregido Araraquara.
Além da proximidade, também predomina em ambas as areas o cultivo da variedade
Paluma, o que podera ter contribuido a alta similaridade genética entre os isolados,
segundo o agrupamento pelo método UPGMA.

As maiores similaridades entre os isolados avaliados nesse estudo
encontram-se no grupo G lll, com valor 0,9 e pertencente aos isolados de Itapolis,
municipio esse que tem a maior produgcdo de goiaba do estado de Sao Paulo.
Isolados provenientes de Valinhos foram os que provieram de pontos mais distantes
de coleta, com aproximadamente 300km, razdo essa que aparentemente contribuiu
a formacao do grupo GIV, restritos apenas a esses isolados, e com alta similaridade
genética, de aproximadamente 0,885.

Estudos de diversidade genética de Colletotrichum spp. obtidos de pimenta e
mamao, de regides distintas, também mostraram uma relagdo entre o agrupamento
UPGMA e a origem geografica (RATANACHERDCHAI et al.,2010; RAMPERSAD
2012). Genotipos de C. gloeosporioides podem ocupar regides geograficas
especificas que podem ser associados com a co-evolugdo de hospedeiro e
adaptacao as condigcbes ambientais (CANNON; BUDDIE; BRIDGE 2008). Segundo
Weeds el al., (2003), a diversidade genética de C. gloeosporioides € maior no centro
de origem das espécies hospedeiras, quando comparado com locais onde as
espécies hospedeiras foram recentemente introduzidas. O Brasil é considerado um
dos centros de origem da goiaba, o que pode ter influenciado nessa alta diversidade
genética entre os isolados estudados.

As estimativas de similaridade genética apresentaram boa acuracia, visto que
o coeficiente de variagdo obtido com base em 10.000 reamostragens (bootstraps)
em fungéo do numero de marcas avaliadas foi de 10,3% (Figura 15).
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Figura 15. Coeficiente de variagdo (%) obtido pela analise bootstraps (10.000x)
utilizando software Dboot (COELHO, 2001) dos fragmentos utilizando
marcadores ISSR para 27 isolados de Colletotrichum gloeosporioides
provenientes de varios municipios do estado de Sao Paulo.

4.3.3. Caracterizagao morfocultural

Quanto a avaliagdo morfocultural, a coloragdao nas colbnias variaram de
branco, cinza a salmao com predominancia da cor branca. A coloragao do bordo das
col6nias variou de branca a cinza, com predominio do branco, enquanto a coloragao
do reverso foi a caracteristica mais diversificada nesse estudo (Figura 16).
Resultados semelhantes foram obtidos por Peres et al. (2002), Andrade et al. (2007)
e Pimenta (2009) que também identificaram uma alta variabilidade das coloragdes

das colbénias de Colletotrichum spp.
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Figura 16. Fotos evidenciando a diversidade dos isolados de Colletotrichum
gloeosporioides de goiaba quanto a cor do reverso.

As variagdes apresentadas pelas coldnias de C. gloeoposrioides podem ser
atribuidas ao gendtipo de cada isolado, cuja expresséao fenotipica esta associada ao
ambiente de cultivo, assim como a biossintese de metabdlitos secundarios, fatores
esses que contribuem as variagdes, tanto culturais quanto patogénicas (BAILEY;
JERGER 1992; BONETT et al., 2010)

Os resultados do estudo de patogenicidade foram positivos para todos os 27

isolados estudados, porém os niveis de severidade dos sintomas foram distintos

(Tabela 16).
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Tabela 16. Classificagdo dos 27 isolados de Colletotrichum gloeosporioides obtidos
de frutos de goiaba com sintomas de antracnose, quanto a cor da
colénia, cor do bordo, cor do reverso, presenga ou auséncia de setores e
a patogenicidade média, em meio BDA, a 25 °C, sob luz continua.

Isolados CcCC CB CR S Patogenicidade
Testemunha - - - - 0 a
Itapolis 01 1 1 1 - 3 b
Itapolis 02 2 1 3 - 3 b
Itapolis 03 1 1 1 - 2,83 ab
Itapolis 04 1 1 2 - 2,83 ab
Itapolis 07 1 1 3 - 3,33 b
Itapolis 08 2 2 3 - 3,66 b
Itapolis 09 2 2 3 - 3 b
Itapolis 10 1 1 1 - 3 b
Itapolis 11 1 1 1 - 3,33 b
Itapolis 12 2 1 3 - 3,66 b
Itapolis 21 1 1 1 - 3,66 b
Itapolis 22 1 1 1 - 3,5 b
Séo Lourenco 1 2 2 3 - 3,5 b
Sao Lourenco 2 1 1 1 - 3,5 b
S&o Lourenco 3 1 1 1 - 3 b
Sao Lourenco 4 4 1 5 - 2,66 ab
S&o Lourenco 5 4 1 5 - 2,83 ab
Sao Lourenco 6 1 1 1 - 2,83 ab
Valinhos 1 1 1 1 - 2,5 ab
Valinhos 2 2 2 3 - 2,83 ab
Valinhos 3 1 1 2 - 3 b
Vista Alegre LD 2 1 6 - 3 b
Vista Alegre LV 1 1 1 - 3 b
Vista Alegre 1 1 1 1 - 3,66 b
Vista Alegre 2 3 1 6 - 4 b
Vista Alegre 3 1 1 3 - 4 b
Vista Alegre 4 2 1 3 - 3,16 b

*Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si (Tukey, P=0,05). A
letra a representa a menor patogenicidade e a letra b a maior patogenicidade. CV= 31,08; DMS=

2,91.

C_C: Coloragao das colbnias; C_B: Coloragao do bordo; C_R: Coloragao do reverso; S: Presenga (+)
ou auséncia de setores (-).

Segundo Sutton, 1992, col6nias de cor salmao, bordo branco e reverso

salmao sao caracteristicas comuns de C. acutatum. Entretanto os isolados de Sao

Lourengco do Turvo 3 e 4, apresentaram essas caracteristicas, muito embora,

segundo a analise molecular tenha sido classificado como C. gloeosporioides,

comprovando que os métodos baseados em analises morfoldgicas e culturais tém se
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mostrado insuficientes para a classificagcdo da espécie de Colletotrichum spp.,
conforme ja ressaltados por Freeman e colaboradores (1998).

Algumas variagdes apresentadas pelas colénias do patdbgeno podem ser
atribuidas ao gendtipo de cada isolado, cuja expressao fenotipica esta associada ao
ambiente de cultivo, assim como a biossintese de metabdlitos secundarios, a qual ja
tem sido caracterizada no género Colletotrichum (BAILEY; JERGER 1992).

Por meio da analise de agrupamento pelo método hierarquico aplicada as
variaveis coloragao das col6nias, do bordo e do reverso, presenga ou auséncia de
setores e patogenicidade, verificou-se grande variabilidade entre os isolados,
resultando numa arquitetura envolvendo trés grupos de isolados caracterizados

como grupo | (Gl), grupo Il (Gll), grupo Il (Glll) e grupo IV (GIV) (Figura 17).
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Valinhos 3
Valinhos 1
Itapolis 02 ]
Vista Alegre 4 Gll
Itdpolis 12
Itapolis 07
Itapolis 21
Vista Alegre 1
Itépalis 22 Gl

Sé&o Lourenco 1
Vista Alegre 3

Itapolis 08
Itépolis 09 E'—‘ GlvV
Valinhos 2 |

S0 Lourengo Pr

S0 Lourengo 3 ———
S50 Lourenco 4 —— | GV
Vista Alegre LD '

Vista Alegre 2

00 05 1,0 15 20 25 30 35 40
Distancia Euclidiana

Figura 17. Dendrograma resultante da analise de agrupamento pelo método
hierarquico mostrando a formagcao de grupos segundo as variaveis:
coloracao das colbdnias, do bordo e do reverso, presenga ou auséncia
de setores e patogenicidade.

A representagdo grafica nos componentes principais permitiu caracterizar as
variaveis que mais discriminaram a formacao dos grupos GlI, Gll, Glll, GIV e GV,
inclusive com possibilidade da identificacdo de isolados que apresentaram

caracteristicas muito particulares entre si.
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Dois autovalores foram superiores a unidade, o que gerou dois componentes
principais, sendo preservado 73,41% da variabilidade original (47,36% em CP1 e
26,05% em CP2). Assim, o conjunto inicial de quatro variaveis dependentes passou
a ser caracterizado por duas novas variaveis latentes independentes, o que
possibilitou sua localizagdo em figuras bidimensionais (Figura 18) (ordenagédo dos

isolados por componentes principais).
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Figura 18. Biplote mostrando a projecéo das variaveis (C_C), cor do reverso (C_R),
cor do bordo (C_B) e patogenicidade nos dois primeiros componentes
principais,1 e 2, com distribuicdo dos 27 isolados de Colletotrichum
gloeosporioides.

Pode-se observar que as correlagdes positivas sao responsaveis pela
discriminagao dos isolados localizados a direita de CP1 e a correlacdo negativa pela
discriminagao dos isolados, a esqueda de CP1. As variaveis com correlacido positiva
sao as responsaveis pela discriminagao dos isolados localizados na parte superior
de CP2 e as variaveis com correlagdo negativa sdo as responsaveis pela
discriminagdo dos isolados localizados na parte inferior de CP2. E possivel observar

que as variaveis associadas com caracteristicas morfoculturais (cor da colbnia,
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bordo e reverso) estao voltadas para direita de CP1 e a variavel patogenicidade esta
a esquerda de CP1.

Os Isolados Sao Lourenco do Turvo 3 e 4 sdo os mais distantes do fluxo de
massa, por possuirem caracteristicas particulares quando comparado com o0s
demais isolados. Esses dois isolados possuem cor da colénia e do reverso
branco/salmdo e borda branca, se encontram no grupo GV, juntamente com o
isolado Vista Alegre do Alto LD, grupo esse influenciado principalmente pela cor da
borda branca e pela coloragdo da colénia, e reverso diferenciado da maioria dos
demais isolados.

Os isolados Valinhos 2, Itapolis 9, Itapolis 8 e Sdo Lourengo do Turvo P se
agrupam no GIV no dendrograma de agrupamento hierarquico e aparecem
deslocados na analise de coordenadas principais devido as caracteristicas idénticas
da coloragéo da colbnia (cinza), bordo (cinza) e reverso (preto), idénticas entre si.

Os isolados S&o Lourengo do Turvo 1, Vista Alegre do Alto 1 e Itapolis 22 e
21 apresentam todas as caracteristicas da colénia na cor branca e a patogenicidade
entre 2,5 e 2,66, o enquadrando-se no agrupamento GlI|.

Os isolados Itapolis 2, Itapolis 7, Itapolis 12 e Vista Alegre 4 possuem
caracteristicas de coloragdo de borda (branco) e reverso (preto) idénticos,
compondo o grupo GlI.

Os isolados Itapolis 1, Itapolis 3, Itapolis 4, Itapolis 10, Itapolis 11, Vista Alegre
do Alto LV, Sao Lourengo do Turvo 2 e 5, Valinhos 1 e 3 formam o grupo Gl, e se
caracterizam pela cor da colénia e cor do bordo brancos, e pela patogenicidade,
menor que 2.

Ferraz (1977) classificou isolados do género Colletotrichum em grupos, em
funcdo da variacdo observada nas caracteristicas culturais. Porém, segundo
Miranda (2003) e Mehta e Mehta 2010, essas caracteristicas ndo sdo adequadas
para fins taxonémicos desse grupo, porém, tais informagdes séo importantes para o
conhecimento da biologia do fungo, no seu contexto geral e especificos.

Em termos de aspectos culturais, de um modo geral ha um elevado
polimorfismo entre os isolados do género Colletotrichum. Esse comportamento deve-

se, normalmente, as influéncias do meio ambiente, notadamente aos aspectos
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relacionados aos tipos de meios de cultivo, temperatura ambiente e luminosidade
(NECHET; ABREU 2002; MAIA et al., 2011).

4.3.4. Avaliagao de fungicidas

Os isolados Itapolis 8, Itapolis 12, Itapolis 21, Itapolis 22, Sdo Lourengo 1, Sao
Lourenco 2, Vista Alegre 1, Vista Alegre 2 e Vista Alegre 3 foram submetidos ao
teste de sensibilidade, esses foram selecionados por apresentarem uma nota de
patogenicidade entre 3,5 e 4.

Os dados referentes ao diametro médias das colbnias de C. gloeosporioides
submetidos a 4 concentragdes de fungicidas (0; 0,1; 1; 10; 100), incluindo a
testemunha, foram significativos para o teste F, assim como a interagdo Doses X
Fungicida. Todos os fungicidas diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05) (Tabela
17), havendo relagdo negativa direta entre concentracdo e tamanho das colénias,

para os trés fungicidas avaliados.

Tabela 17. Didmetro médio das colénias (em mm) de Colletotrichum gloeosporioides
apods 6 dias de incubacdo em placas de Petri contendo meio de cultivo
BDA acrescido de fungicidas em diferentes concentragées (mg/L).

Concentragdo (mg/L) Tebuconazole Bacillus subtilis Azoxystrobina
0 81,08 a 81,01 a 80,34 a
0,1 67,65b 67,68 b 64,19 a
1 45,29 a 65,02 b 46,68 a
10 10,15 a 56,8 c 34,54 b
100 Oa Oa Oa

*Medias seguidas da mesma letra na linha nao difere entre si a nivel de p(<0,05) de
significancia pelo teste de Tukey. DMS=18,09; CV = 16,1%.

Dentre as alternativas avaliadas, observou-se que as maiores col6nias foram
observadas quando os isolados de C. gloeosporioides foram expostas ao meio de
cultivo BDA contendo 0,1mg.L'1 e 1mg.L'1 do fungicida correspondente a Bacillus .
Contrariamente, o menor didmetro foi observado em meio de cultivo acrescido de 10
mg.L™ de tebuconazole. Em meio de cultivo acrescido de azoxystrobina a inibigao do
crescimento das colonias foi relativamente baixa, sendo, porém, superior ao

observado por apresentou menor didmetro médio do micélio que o Bacillus
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subtilis.Tavares; Souza (2005) obteve um resultado de 100% de inibigdo do
crescimento micelial de Colletotrichum apenas com 10 mg.L'1de tebuconazole.

A concentragao 100 mg.L'1 nao apresentou crescimento micelial até o sexto
dia de avaliagao para nenhum dos fungicidas testados.

Os fungicidas tebuconazole e azoxystrobina apresentaram ICs0 igual a 45,88
e 48,03 mg.L'1, respectivamente, enquanto que o agente bioldgico Bacillus subtilis o
foi de 50,15 mg.L™(Figura 19). Lopes et al. (2015) testaram diversos fungicidas,
isoladamente ou em misturas, constatando que os melhores resultados de inibicao
foram com trifloxistrobina + tebuconazole, porém nenhum fungicida sendo eficiente

quanto a inibigéo total da germinacéo de conidios, até a concentragao 100 mg.L'1.
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O crescimento dos isolados mostrou-se inversamente proporcional a
concentracdo dos fungicidas avaliados, cujas equagbes se ajustaram ao modelo
linear, de tal forma que o aumento das mesmas implica em redu¢cdo no tamanho das
colonias.

Considerando o ICs0 para classificar os fungicidas quanto a eficiéncia, é
possivel afirmar que o B. subtilis apresentou o pior resultado quando comparado aos
outros dois fungicidas, esse foi considerado ineficiente no controle de C.
gloeosporioides isolados de goiaba.

A aplicacdo da mistura Triazol + Estrobilurina nos ultimos anos tem
apresentado melhores resultados, porém algumas regides ja apresentam controle
ineficiente provavelmente pelo uso desmedido. O fungicida Amistar WG €& um
fungicida sistémico do grupo das Estrobilurinas, com atividade predominantemente
preventiva, mas também com acéao curativa e anti-esporulante (BRASIL 2015).

O fungicida Folicur 200 EC é um fungicida sistémico do grupo dos triazdis
com agao preventiva e curativa, atua no bloqueio da biossintese de ergosterol, que &
um importante lipidio fungico para a formagdo da membrana das células. A auséncia
desta camada leva ao colapso da célula fungica e a interrupg¢ao do crescimento.

Os micélios de C. gloeosporioides isolados de mamao foram mais sensiveis
ao fungicida tebuconazole (triazol) que a azoxystrobina (estrobilurina). Tavares e
Souza (2005) obteve um ICs0 menor que 1 mg.L™, inferior ao deste estudo, tanto
para azoxystrobina como para tebuconazole, sendo classificado como altamente
eficiente no controle do patdégeno.

O serenade € um fungicida bactericida microbiolégico que possui multiplos
modos de acdo. Os lipopeptideos produzidos pelo Bacillus subtilis QST713
presentes na formulacao atuam na membrana celular das estruturas reprodutivas do
fungo, provocando sua deformacao e produzindo rupturas. E usado em pulverizacéo

preventiva no controle de doencgas.
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4.4. CONCLUSOES

- Colletotrichum gloeosporioides mostra-se como a unica espécie de Colletotrichum
associada a sintomas de antracnose em frutos de goiaba, de trés variedades,
coletadas em quatro municipios do estado de S&o Paulo;

- Nao se observa relagdo entre origem geografica, hospedeiro (variedade) e
diversidade genética entre os 27 isolados de C. gloeosporioides avaliados;

- Todos os isolados de C. gloeosporioides avaliados mostram-se patogénicos, em
niveis diferenciados, quando inoculados em frutos de goiaba, independente das
variedades;

- Os fungicidas azoxystrobina, tebuconazole e Serenade, uma formulagao obtida a
partir de uma linhagem de Bacillus subtilis, sdo capazes de inibir o crescimento de
colénias de C. gloeosporioides apenas quando a concentracédo contem 100 mgL'1,

sendo, pois, de baixa eficiéncia in vitro.

4.5. REFERENCIAS

AGROFIT Agrofit: sistema de agrotéxicos fitossanitarios. Disponivel em: Acesso em:
http://agrofit.agricultura.gov.br/agrofit_cons/principal_agrofit cons. 11 jun. 2015.

ANDRADE, E. M.; UESUGI, C. H.; UENO, B.; FERREIRA, M. A. S. V.
Caracterizacdo morfocultural e molecular de isolados de Colletotrichum
gloeosporioides patogénicos ao mamoeiro. Fitopatologia Brasileira, Brasilia,
32(1):21-31, 2007.

ANUAR, I. S. M.; VIJAYA, S. |.; ZAKARIA, L. Molecular characterization and
pathogenicity ofColletotrichum sp. from guava. Archives Of Phytopathology And
Plant Protection. Vol. 47,No. 13, 1549-1556, 2014. http://dx.doi.org/
10.1080/03235408.2013.850198

BAILEY, J.A.; JEGER, J. M. Colletotrichum: biology, pathology control.Oxford:
British Society for Plant Pathology, 388 p. 1992

BONETT, L.P.; ALMEIDA, M.; GONCALVES, R.G.A.; AQUINO, F.A. Caracterizagao
morfocultural e infecgdo cruzada de Colletotrichum gloeosporioides agente causal da
antracnose de frutos e hortalicas em pds-colheita. Ambiéncia, Guarapuava, v.6, n.3,
p.451-463, 2010.

CAl, L.; HYDE, K. D.; TAYLOR, P. W. J.; WEIR, B. S.; WALLER, J.; ABANG, M. M.;
ZHANG, J. Z.;; YANG, Y. L.; PHOULIVONG, S.; LIU, Z. Y.; PRIHASTUTI, H.;


http://agrofit.agricultura.gov.br/agrofit_cons/principal_agrofit_cons.%2011%20jun.%202015
http://www.tandfonline.com/loi/gapp20?open=47#vol_47
http://www.tandfonline.com/toc/gapp20/47/13

106

SHIVAS, R. G.; MCKENZIE, E. H. C.; JOHNSTON, P. R. A polyphasic approach for
studying Colletotrichum. Fungal Diversity, 39: 183-204, 2009.

CANNON, P. F., BUDDIE, A. G., AND BRIDGE, P. D. The typification of
Colletotrichum gloeosporioides. Mycotaxon 104:189-204, 2008.

COELHO, A.S.G. dBood: avaliagdo de dendrogramas baseados em estimativas de
distancias/similaridades genéticas através do procedimento de bootstrap: versao
3.01. Goiania: Universidade Federal de Goias, 2001.

COSTA, H. Controle de doencgas de goiabeira. In: ZAMBOLIM, L.; VALE, F. X. R;;
MONTEIRO, A. J. A.; COSTA, H. Controle de doengas de plantas: fruteiras. v.2, p.
1247-1278, 2002.

DANTAS, S. A. F.; OLIVEIRA, S. M. A.; MICHEREFF, S. J.; NASCIMENTO, L. C;;
GURGEL, L. M. S.; PESSOA, W. R. L. S. Doengas fungicas pos-colheita em
mamoes € laranjas comercializados na Central de Abastecimento do Recife.
Fitopatologia Brasileira, vol. 28, n° 5, p.528-533, 2003.

EDGINGTON, L. V.; KHEW, K. L.; BARROW, G. L. Fungitoxic spectrum of
benzimidazole compounds. Phytopathology, Saint Paul, v. 61, n. 1, p. 42-44, 1971.

FERRAZ, D. M. M. Controle da antracnose (Colletotrichum gloeosporioides) em pods-
colheita da goiaba (Psidium guajava), produzida em sistema de cultivo convencional
e organico, pela aplicagdo de fosfitos, hidrotermia e cloreto de calcio. 103 f.
Mestrado (Dissertacao). Universidade de Brasilia, 2010.

FERRAZ, J. F. P. Morfologia, comportamento cultural e patogenicidade de espécies
de Colletotrichum e Gloeosporium. Agronomia Lusitana 38:163-179, 1977.

FREEMAN, S.; KATAN, T.; SHABI, E. Characterization of Colletotrichum species
responsible for anthracnose diseases of various fruits. Plant Disease 82:596-605,
1998.

GUPTA, M.; CHYI, Y. S.; ROMERO-SEVERSON, J.; OWEN, J. L. Amplification of
DNA markers from evolutionarily diverse genomes using single primers of simple-
sequence repeats. Theoretical and Applied Genetics, Berlin, 89: 998- 1006, 1994.

HAIR, J. F.; ANDERSON, R. E.; TATHAM, R. L.; BLACK, W. Anadlise multivariada de
dados. Porto Alegre. Bookman, 2005.

IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Produgdo agricola. 2011.
Disponivel em:
<http://www.sidra.ibge.gov.br/bda/tabela/protabl.asp?c=161&3z=t&0=11&i=P>.
Acesso em: 31 mai. 2015.

KURAMAE-IZIOKA, E. E. A rapid, easy and high yield protocol for total genomic DNA
isolation of Colletotrichum gloesporioides and Fusarium oxysporum. Revista
Unimar, 19:683-689, 1997.


http://www.sidra.ibge.gov.br/bda/tabela/protabl.asp?c=1613&z=t&o=11&i=P

107

LOPES, L. N. S;; SILVA, A. S.; PEREIRA, C. C. O.; MENEZES, I. P. P.; MALAFAIA,
G.; LIMA, M. L. P. Sensibilidade de isolados de Colletotrichum gloeosporioides a
fungicidas. Multi-Science Journal. 1(1):106-114, 2015.

MAIA, F. G. M.; ARMESTO, C.; ZANCA, W. L. A.; MAIA, J. B.; ABREU, M. S. Efito
da temperatura no crescimento micelial, produgdo e germinagdo de conidios de
Colletotrichum spp. isolados de mangueira com sintomas de antracnose. Biosci. J.,
Uberlandia, 27:(2):205-210, 2011.

MIRANDA, E. F. O. Caracterizacao morfolégica, molecular, bioquimica e
patogénica de isolados deColletotrichum spp. associados ao cafeeiro em
Minas Gerais e Comparagao com Colletotrichum kahawae.2003. 147 p. Tese
(Doutorado em Fitopatologia) Universidade Federal de Lavras, Lavras, 2003

MOITA NETO, J. M.; MOITA, G. C. Uma introducao a analise exploratéria de dados
multivariados. Quimica Nova, v. 21, n. 4, p. 467-469, 1998.

MORAES, S. R. G.; TANAKA F. A. O.; MASSOLA JUNIOR, N. S. Histopathology of
colletotrichum gloeosporioides on guava fruits (psidium guajava L.). Rev. Bras.
Frutic. Jaboticabal - SP, v. 35, n. 2, p. 657-664 Junho 2013.

MUKTA, D.; BORA, K. N. Colletotrichum acutatum a new fruit rotting pathogen of
guava (Psidium guajava L.) in storage. Indian, J. Mycol. Plant. Pathol. 23, 331,
1993.

NECHET, K. L., ABREU, M. S. Caracterizacdo morfolégica e testes de
patogenicidade de isolados de Colletotrichum sp. obtidos de cafeeiro. Ciéncia e
Agrotecnologia,Lavras. 26 (6):1135-1142, 2002.

PEREIRA, W. V. Caracterizacao e identificacdo molecular de espécies de
Colletotrichum assiciadas a antrachose da goiabeira no Estado de Sao Paulo.
2009. 70 f. Dissertacdo (Mestrado). Escola superior de Agrucultura “Luiz de
Queiroz”. Piracicaba, 2009.

PERES, N. A. R.; KURAMAE, E. E.; DIAS, M. S. C.; SOUZA, N. L. Identification and
characterization of Colletotrichum spp. affecting fruit after harvest in Brazil. J.
Phytopathology. 150, 128-134, 2002.

PICCININ, E.; PASCHOLATI, S.F.; DI PIERO, R.M. Doengas da goiabeira. In:
KIMATI, H.; AMORIM, L.; REZENDE, J.A.M.; BERGAMIN FILHO, A.; CAMARGO,
L.E.A. (Ed.). Manual de fitopatologia: Doencas das plantas cultivadas. 4. ed. Séo
Paulo: Ceres, v.2, cap.44. p.401-405, 2005.

PIMENTA, A. A. Caracterizacao morfometrica, patogenica e genetica de
isolados de Colletotrichum gloeosporioides, agente causal da antrachose em
manga (Mangifera indica L.). 2009, 79 f. Dissertagao (mestrado). Universidade
Estadual Paulista ,Julho de Mesquita Filho", Jaboticabal. 2009



108

RAMPERSAD, S. N. Genetic structure of Colletotrichum gloeosporioides sensu lato
isolates infecting papaya inferred by multilocus ISSR markers. Phytopathology
103:182-189, 2013.

RATANACHERDCHAI, K.; WANG, H.; LIN, F.; SOYTONG, K. ISSR for comparison
of cross- inoculation potential of Colletotrichum capsici causing chili anthracnose.
Microbiology Research 4(1), 76-83, 2010.

SOARES-COLLETTI, A. R. Doencas quiescentes em goiabas, quantificacao e
controle pods-colheita.2012. 143 f. Tese (Doutorado). Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiros”. Piracicaba, 2012.

SUTTON, B. C. The genus Glomerella and it Anomorph Colletotrichum. In BAYLEY,
J. A.; JEGER, M. J. (Ed.). Colletotrichum, biology, pathology and control. Wallingford:
C. A. B. international, 1-26, 1992.

TAVARES, G. M.; SOUZA, P. E. Efeito de fungicidas no controle in vitro de
Colletotrichum gloeodporioides, agente etiolégico da antracnose do mamoeiro
(Carica papaya L.). Ciéncia e Agrotecnologia, Lavras, v. 29, n. 1, p. 52-59, 2005.

TAVARES, G. M.; SOUZA, P. E. Effects of fungicides on the in vitro control of
Colletotrichum gloeosporioides, the anthracnosis etiologic agent of the Papaya tree
(Carica papaya L.). Ciénc. agrotec., Lavras, v. 29, n. 1, p. 52-59, 2005.

TOKAIRIN, T. O.; CAPPELLO, F. P.; SPOSITO, M. B. Custo de producao de goiabas
para mesa produzidas com e sem ensacamento: Estudo de caso. Rev. Bras.
Frutic., Jaboticabal - SP, v. 36, n. 3, p. 542- 549, 2014.

TOZZE JUNIOR, H.J.; BUENO, C.R.; MASSOLA JUNIOR, N.S. Caracterizacéo
morfolégica e molecular de isolados de Colletotrichum sp de hortalicas
solanaceas. Summa Phytopathologica, Botucatu, v.30, n.1, p.73-73, 2004.

WEEDS, P. L., CHAKRABORTY, S., FERNANDES, C. D., D'A CHARCHAR, M. J.,
RAMESH, C. R., KEXIAN, Y., AND KELEMU. S. Genetic diversity in Colletotrichum
gloeosporioides from Stylosanthes spp. at centers of origin and utilization.
Phytopathology 93:176-185, 2003.

WHITE, T. J.; BRUNS, T.; LEE, S.; TAYLOR, J. W. Amplification and direct
sequencing of fungal ribosomal RNA genes for phylogenetics. In: PCR Protocols: A
guide to methods and applications. San Diego: Academic Press, 315-322, 1990.



109

5. CONSIDERAGOES FINAIS

O presente trabalho caracterizou molecular e morfologicamente, 100 isolados
de Colletotrichum spp., sendo 21 provenientes de mamao, 52 de manga e 27 de
goiaba. As regides consideradas como principais produtoras da fruta foram
priorizadas na coleta dos isolados. Exclusivamente, os isolados oriundos de manga
foram coletados de frutos e folhas, contemplando-se 33 variedades. No geral, o
numero de isolados foi representativo, porém restringiram-se apenas a areas
comerciais e colecao de variedades existentes no estado de Sao Paulo.

Neste estudo verificou que Colletotrichum gloeosporioides n&do € o Unico
agente causador da antracnose em manga, mamao e goiaba. Isolados de
Colletotrichum acutatum também foram identificados como agente patogénico em
frutos de mamoeiro, fato que nao ocorreu em manga e goiaba.

Os isolados de Colletotrichum spp. apresentaram grande diversidade
morfocultural, o que impossibilita a identificagcdo das espécies de Colletotrichum por
meio desse procedimento, mostrando-se convergente com antecedentes ja
registrado na literatura. Estudos complementares envolvendo um conjunto maior de
isolados, assim como diferentes regides geograficas, associados ao
sequenciamento de regides gendmicas, justificam-se plenamente visando-se
abordar e identificar as espécies de Colletotrichum spp. associadas as culturas da
manga, mamao e goiaba.

Fungicida comercial representado pela mistura de trifloxistrobina e
tebuconazole é registrado para o controle de antracnose nas culturas da manga,
mamao e goiaba, na concentracdo contendo 0,6L.ha™", do produto comercial. A
eficiéncia in vitro de tais ingredientes ativos, comprova os antecedentes positivos
das moléculas ativas no controle de Colletotrichum spp. associados a essas
culturas. Viabilidade técnica no controle de tais patégenos, in vitro, foi também
verificada mediante o emprego de Bacillus subtilis linhagem QST 713, com
perspectivas de alternativa sustentavel e ecologicamente mais adequado. Estudos

complementares a campo fazem-se necessarios.



