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RESUMO GERAL

O género Colletotrichum é cosmopolita e tem sido considerado um dos patdgenos fungicos
mais importantes do mundo. A antracnose € a principal doenga causada pelas espécies deste
género e ocorre sobre uma vasta gama de hospedeiros. Em espécies da familia Orchidaceae a
doenca causa sérios problemas na produtividade, principalmente em regides tropicais e
subtropicais. Embora cerca de 43 espécies do género tenham sido relatadas causando
antracnose em orquideas em diferentes partes do mundo, pouco se sabe sobre a etiologia da
doenca no Brasil. O objetivo deste estudo foi identificar espécies do género Colletotrichum
que estdo associadas a plantas de orquideas no nordeste do Brasil. Seis espécies de
Colletotrichum foram identificadas neste estudo: Colletotrichum fructicola, C.
gloeosporioides sensu stricto, C. karstii, C. orchidophilum, C. siamense e C. tropicale. Este é
o primeiro relato das espécies C. tropicale e C. fructicola em orquideas no mundo e de C.
orchidophilum no Brasil. Estas espécies também foram avaliadas em relacéo a sensibilidade
micelial in vitro a quatro fungicidas de diferentes principios ativos. Os fungicidas
tebuconazole, difenoconazole, tiofanato metilico e azoxistrobina+tebuconazole foram
considerados eficientes no controle in vitro das seis espécies de Colletotrichum, mas a
resposta de sensibilidade micelial das espécies variou de acordo com o fungicida e a
concentracdo. Tebuconazole e difenoconazole apresentaram-se como os mais eficientes na
inibicdo do crescimento micelial, enquanto que tiofanato metilico foi 0 menos eficiente. As
espécies de Colletotrichum foram classificadas como alta e moderadamente sensiveis aos
fungicidas baseado no calculo da ECsy.

Palavras-chave: antracnose, controle quimico, filogenia multi-locus, Orchidaceae.



GENERAL ABSTRACT

The genus Colletotrichum is cosmopolitan and has been considered one of the most important
fungal pathogens in the world. Anthracnose is the main disease caused by the species of this
genus and occurs on a wide range of hosts. In species of the family Orchidaceae the disease
causes serious problems in productivity, mainly in tropical and subtropical regions. Although
more than 40 species of the genus have been reported causing anthracnose in orchids in
different parts of the world, little is known about the etiology of the disease in Brazil. The
objective of this study was to identify species of the genus Colletotrichum associated to
orchid plants in northeastern Brazil. Six species of Colletotrichum were identified in this
study: Colletotrichum fructicola, C. gloeosporioides sensu stricto, C. Kkarstii, C.
orchidophilum, C. siamense and C. tropicale. This is first report of the species C. tropicale
and C. fructicola on orchids in the world and of C. orchidophilum in Brazil. These species
were also evaluated in relation to the mycelial sensitivity in vitro to four fungicides of
different active principles. The fungicides tebuconazole, difenoconazole, thiophanate methyl
and azoxystrobin+tebuconazole were considered efficient in the in vitro control of the six
species of Colletotrichum, but the mycelial sensitivity of the species varied according to
fungicide and concentration. Tebuconazole and difenoconazole were the most efficient in
inhibiting mycelial growth, whereas methyl thiophanate was the least -efficient.
Colletotrichum species were classified as high and moderately sensitive to fungicides based
on EC50 calculation.

Key words: anthracnose, chemical control, multi-locus phylogeny, Orchidaceae.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO GERAL

1.1 A Cultura da Orquidea

As orquideas sdo plantas herbaceas e perenes que pertencem a familia botanica
Orchidaceae, dividida em cinco subfamilias: Cypripedioideae, Apostasioideae, Vanilloideae,
Orchidoideae e Epidendroideae (CHASE et al., 2003; ZHAI et al., 2013). Estima-se que
existem cerca de 24 mil espécies de orquideas, inseridas em cerca de 800 géneros, e mais de
77.400 hibridos naturais e artificiais, distribuidos em todos os continentes, exceto na
Antértida (CHANDANKUMAR, 2009; fay; chase, 2009). No entanto, sua maior diversidade
esta presente principalmente nas regides tropicais das Américas do Sul e Central, da Africa e
da Asia Equatorial. O Brasil possui uma das maiores floras orquidaceas do mundo,
representada por 235 géneros e cerca de 2.419 espécies (BARROS et al.,, 2010;
RODRIGUES, 2011).

A ampla distribuicdo geografica das orquideas se deve a sua adaptacdo a diferentes
habitats. Desta forma, as orquideas podem ser: terrestres - crescem sobre o solo; rupicolas -
crescem sobre rochas; saproéfitas - sobrevivem em matéria organica em decomposicdo; e
epifitas - crescem sobre outras plantas ou suportes, mas sem parasita-los, sendo este ultimo o
modo de crescimento mais comum da familia, compreendendo cerca de 73% das espécies
(TERAO; CARVALHO; BARROSO, 2005; RODRIGUES, 2011).

As espécies desta familia tém sido consideradas um dos mais diversos e evoluidos
grupos de plantas angiospermas. E apesar de apresentarem grande variabilidade das
caracteristicas botanicas, basicamente compartilnam as seguintes estruturas: caules, composto
por rizoma e pseudobulbo; raizes fasciculadas, envolvidas por uma ou mais camadas de
celulas suberificadas e mortas constituindo o velame; folhas de formato e cor variadas com
nervuras paralelas; inflorescéncia, podendo ter de uma a muitas flores; flores hermafroditas,
raramente unissexuais, com uma estrutura basica de trés sépalas e trés pétalas, sendo a pétala
oposta ao estame fértil, morfologicamente modificada, chamada labelo. O estigma e os
estames sdo unidos formando o ginostémio. Os grdos de pdlen estdo unidos em uma massa
compacta, denominada polinia; e frutos capsulares, quase secos, com sementes minusculas,
embrido rudimentar e desprovidas de endosperma (TERAO; CARVALHO; BARROSO,
2005; RODRIGUES, 2011).
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A imensa variabilidade de cores, tamanhos, formatos e fragrancias das flores
conferem extrema beleza as orquideas e despertam o interesse de pesquisadores,
orquidicultores e orquidofilos amadores em todo o mundo. Embora o interesse pelas
orquideas remonta a civilizagGes antigas, sua acessdo no mercado da floricultura iniciou com
as exploracdes das orquideas tropicais ap0s o descobrimento das américas e 0 aprimoramento
das técnicas de cultivo pelos europeus. Com o passar do tempo, o cultivo de orquideas cresceu
e se tornou uma atividade mundial economicamente importante (TERAO; CARVALHO;
BARROSO, 2005; FAY; CHASE, 2009).

Alguns dos principais géneros cultivados no mundo sdo: Arundia, Sobralia,
Coelogyne, Dendrobium, Bulbophyllum, Pleurothallis, Epidendrum, Cattleya, Phalaenopsis,
Vanda, Maxillaria, Bifrenaria, Cymbidium, Catasetum, Stanhopea, Oncidium e lonopsis.
Estes pertencem a subfamilia Epidendroideae, considerada a maior subfamilia das
orquidaceas. A maioria sdo plantas epifitas das regides tropicais da América e sudeste da
Asia. Podemos destacar também o género Vanilla, da subfamilia Vanilloideae, que é
amplamente cultivado para extracdo da baunilha (SHIRAKI; DIAZ, 2012).

O comércio de orquideas representa cerca de 8% do comércio de flores ornamentais,
movimentando cerca de US$ 20 bilhdes a cada ano, e estd baseado na importagdo e
exportacdo de mudas, de flores de corte e plantas em vaso. Paises como Holanda, Estados
Unidos, Alemanha, Malasia, Tailandia, Inglaterra, Taiwan, Australia, Africa do Sul,
Colémbia, Peru e Equador merecem destaque no comércio internacional desta planta
(STANCATO; BEMELMANS; VEGRO, 2001; REIS, 2011; MANTOVANI, 2013). No
Brasil, a orquidicultura tem aumentado progressivamente, consolidando-se como importante
atividade econdmica em varias regides do pais (STANCATO; BEMELMANS; VEGRO,
2001; REIS, 2011) e contribuindo para o crescimento da floricultura que faturou R$ 6,65
bilhdes em 2016 (IBRAFLOR, 2017).

Além da beleza e diversidade, o facil cultivo das orquidaceas ¢ um dos fatores que
contribui para o sucesso da sua comercializacdo. As orquideas sdo consideradas plantas
rasticas que conseguem sobreviver a condigdes adversas ao seu desenvolvimento por um
longo tempo. Assim, o fornecimento de condi¢fes adequadas de temperatura, luz, umidade,
aeracgdo, substrato e nutrientes tem permitido o cultivo destas plantas dentro de casa, ripados,
telados, estufas ou até mesmo ao ar livre (TERAO; CARVALHO; BARROSO, 2005;
SHIRAKI; DIAZ, 2012).
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O surgimento de técnicas para propagacdo e multiplicacdo in vitro destas plantas
também é outro fator importante para a disseminacao e comercializacdo de especies e hibridos
de orquideas. Na natureza, a reproducdo das orquideas pode ocorrer de diversas formas, desde
a apomixia até a polinizacdo cruzada obrigatdria (quase todas dependentes de insetos), e a
germinacdo das sementes depende de uma relacdo simbidtica com fungos micorrizicos que
fornecem nutrientes para o seu desenvolvimento até que a plantula possa realizar fotossintese.
Com a utilizacdo de técnicas como a cultura de tecidos e a micropropagacao, inmeras mudas
podem ser facilmente produzidas em um ambiente controlado e totalmente estéril. No mundo
todo, centenas de laboratorios comerciais de cultura de tecidos, micropropagam orquideas e
ajudam a revolucionar a orquidicultura em varios paises (STANCATO; BEMELMANS;
VEGRO, 2001; TERAO; CARVALHO; BARROSO, 2005; CHANDANKUMAR, 2009).

1.2 A Antracnose em Orquideas

Na orquidicultura, problemas fitossanitarios limitam significativamente a
produtividade. Com o mercado de flores cada vez mais exigente, plantas ou flores com sinais
de ataque de pragas ou sintomas de doencas se tornam depreciadas e ficam abaixo dos
padrdes de qualidade exigidos pelo setor (BUAINAIN; BATALHA, 2007; BARROS et al.,
2009). As orquideas sdo suscetiveis a um grande nimero de doencas, sendo um sério
problema no cultivo, especialmente as de origem fungicas que sdo de ocorréncia comum
(KLEIN, 2008).

A doenca antracnose, causada por espécies do género Colletotrichum, € considerada
uma das principais doencas fungicas das orquidaceas. Presente em orquidarios do mundo
todo, é um grave problema para regides tropicais e subtropicais. Os sintomas iniciam-se
geralmente na face superior da folha, com o aparecimento de lesfes escuras e de formato bem
definido, circular ou eliptico. Estas aumentam rapidamente de tamanho e formam grandes
manchas que podem ocupar todo o limbo foliar. O centro é deprimido e de coloracédo
castanho-pardacenta, com intmeros anéis concéntricos. E possivel observar a presenca de
pequenos pontos escuros nas lesBes, os acérvulos, de onde emerge uma massa de conidios
envolta numa matriz mucilaginosa de coloragdo rosada ou alaranjada. Outras partes da planta
podem apresentar sintomas, porém com menor frequéncia. Nas flores, 0s sintomas
caracterizam-se pelo aparecimento de pontuacdes escuras nas pétalas (KIMATI et al., 1997;
KLEIN, 2008; MANTOVANI, 2013).
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A disseminacdo ocorre pelos respingos de agua de chuva ou irrigacéo e a infeccao é
facilitada por ferimentos, injdrias mecénicas ou bidticas (incidéncia de raios solares e frio)
que funcionam como porta aberta para entrada do patdgeno. As condic¢des favoraveis para o
desenvolvimento da doenga sdo alta umidade, periodos de dias nublados e temperatura em
torno de 20 a 25 °C (KIMATI et al., 1997; KLEIN, 2008; MANTOVANI, 2013).

Até 0 momento, quarenta e trés espécies de Colletotrichum foram associadas a
antracnose em diferentes espécies de orquideas ao redor do mundo: Colletotrichum acutatum
J.H. Simmonds, C. arxii F. Liu, L. Cai, Crous & Damm, C. bletiae Halst., C. bletillum Tao,
Liu, Liu, Gao & Cai, C. boninense Moriwaki, Toy. Sato & Tsuki, C. cattleyicola Damm &
Toy. Sato, C. caudasporum Tao, Liu, Liu, Gao & Cai, C. cereale Manns, C.cinctum (Berk. &
M.A. Curtis) Stoneman, C. cirrhopetali Sawada, C. cliviae Yan L. Yang, Zuo Y. Liu, K.D.
Hyde & L. Cai, C. cliviicola Damm & Crous, C. coelogynes Damm, C. crassipes (Speg.) Arx,
C. crossandrae Patel,Kamat & C.B. Pande, C. cymbidiicola Damm, P.F. Cannon, Crous, P.R.
Johnst. & B. Weir, C. dematium (Pers.) Grove, C. destructivum O'Gara, C. duyunensis G.
Tao, Zuo Y. Liu & L. Cai, C. effiguratum Sydow, C. endophytum G. Tao, Zuo Y. Liu & L.
Cai, C. excelsum-altitudinum G. Tao et al., C. gloeosporioides sensu stricto (s.s.) (Penz.)
Penz. & Sacc., C. guizhouensis G. Tao, Zuo Y. Liu & L. Cai, C. kahawae J.M Waller &
Bridge, C. karstii Y.L.Yang, Zuo Y. Liu, K.D. Hyde & L. Cai, C. liriopes Damm, P.F.
Cannon & Crous, C. lujae Verpl. & Clem., C. macrosporum Wheeler W. H.; C. miscanthi
J.A. Crouch, B.B. Clarke, J.F. White & B.I. Hillman, C. ochracea Tao, Liu, Liu, Gao & Cali,
C. oncidii Damm, P.F. Cannon & Crous, C. orchidearum Allesch., C. orchidophilum Damm,
P.F. Cannon & Crous, C. parsonsiae Damm, P.F. Cannon, Crous, P.R. Johnst. & B. Weir, C.
phalaenopsidis Sawada, K., C. plurivorum Damm, Alizadeh & Toy. Sato, C. siamense
Phoulivong, L. Cai & K.D. Hyde, C. sojae Damm & Alizadeh, C. stanhopeae Henn., C.
tofieldiae (Pat.) Damm, P.F. Cannon & Crous, C. tropicicola Phouliv. et al., C. vanillae Scalia
(SACCARDO, 1896; PATEL; KAMAT; PANDE, 1953; MORIWAKI; SATO;
TSUKIBOSHI, 2003; TALUBNAK; SOYTONG, 2010; CHEN et al., 2011; YANG et al.,
2011; DAMM et al., 2012a; DAMM et al., 2012b; SATO et al., 2012; TAO et al., 2013;
CHOWDAPPA et al., 2014; YAO et al., 2013; LIU et al., 2014; ALMANZA-ALVARES et
al., 2017; FARR; ROSSMAN, 2018; DAMM et al., 2019).

Muitas destas especies foram identificadas e nomeadas com base em caracteristicas
fenotipicas, gama de hospedeiros e analise de sequéncias da regido ITS-rDNA. Segundo

YANG et al. (2011) alguns destes nomes entraram em desuso, ndo sendo encontrados na
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literatura cientifica atual, enquanto outros deveriam ser considerados ambiguos, uma vez que
suas culturas ex-tipo ndo estdo disponiveis para novos estudos, como: C. bletiae, C.cinctum,
C. cirrhopetali, C. effiguratum, C. lujae, C. macrosporum, C. phalaenopsidis, C. stanhopeae
e C. vanillae. Além disso, novas espécies foram relatadas e reclassificadas com o avango da
molecular, contribuindo para elevar o nimero de espécies associada a este hospedeiro (YANG
et al., 2011; JADRANE et al., 2012; NOIREUNG et al., 2012; SATO et al., 2012;
CHOWDAPPA et al., 2014; DAMM et al., 2019).

No Brasil, os estudos de identificagdo do género Colletotrichum em orquideas ainda
sdo escassos. Apenas levantamentos de géneros fungicos e identificacdes baseadas em
morfologia e analise da regido ITS-rDNA sdo encontrados, sendo C. gloeosporioides s.s. a
Unica espécie relatada (MAFIA et al., 2005; KLEIN, 2008; BARROS et al., 2009; SOUZA,
2010; OLIVEIRA et al., 2011; SANTOS, 2012; OLIVEIRA et al., 2014).

1.3 O Género Colletotrichum

O género Colletotrichum Corda (1831) pertence ao grupo dos fungos anamérficos e
estd inserido na classe-forma Celomicetos (AMORIM; REZENDE; BERGAMIN FILHO,
2011). A fase teleomérfica de suas espécies, quando conhecida, € atribuida ao género
Glomerella, filo Ascomycota. Baseado em estudos filogenéticos, ambas as formas estdo
acomodadas na classe Sordariomycetes, ordem Glomerellales e familia Glomerellaceae
(ZHANG et al., 2006; REBLOVA et al., 2011;).

As principais caracteristicas morfoldgicas de Colletotrichum sdo: micélio septado;
conidioma acervular, frequentemente pouco desenvolvido e geralmente com setas escuras
bem desenvolvidas; conidiéforos pouco desenvolvidos, tendo pequenas células
conidiogénicas aglomeradas em forma de frasco, que apresentam conidiogénese
enteroblastica; e conidios cilindricos, fusiformes ou semilunares, hialinos, de paredes finas e
unicelulares que germinam para produzir apressorios marrom-escuros com formatos
circulares a irregulares (PUTZKE, J.; PUTZKE, M., 2002; CANNON; KIRK, 2007,
LINS;ABREU; ALVES, 2007).

As espécies deste género sdo amplamente estudadas devido sua importancia
econbémica como patdgenos de plantas, atuando como hemibiotréficos, saprofiticos e
endofiticos (DEAN et al., 2012; GAN et al., 2013; JAYAWARDENA et al., 2016). A
identificacdo precisa das espécies de Colletotrichum é essencial para compreender a etiologia
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da doenca e estabelecer um manejo adequado. No entanto, a taxonomia do género foi
considerada confusa e varias revisdes foram realizadas ao longo dos anos (VON ARX, 1957;
SUTTON, 1980; HYDE et al., 2009; CANNON et al., 2012; JAYAWARDENA et al., 2016).

Apos a introducdo do género por Corda em 1831 até meados do século XX, cerca de
750 nomes foram incluidos em Colletotrichum, baseados na especificidade do hospedeiro
(CANNON et al., 2012). Em 1957, o trabalho monografico de Von Arx trouxe um grande
impacto sobre a taxonomia de Colletotrichum. Em seu trabalho, o género foi reorganizado
com base na morfologia das espécies e o numero foi reduzido para 11. Além disso, espécies
fangicas dos géneros Colletotrichum, Vermicularia e Gloeosporium foram consideradas
pertencentes a um mesmo género, sendo conservado o nome Colletotrichum. No entanto, VVon
Arx identificou muitos destes taxons baseados em descri¢des da literatura e ndo na avaliagdo
dos espécimes tipo. Sutton (1980) ao observar esta incoeréncia no trabalho de Von Arx,
reconheceu no género 22 espécies, baseado na morfologia e caracteristicas culturais. Estudos
baseados nestas caracteristicas continuou a elevar o nimero de espécies para 40 em Sutton
(1992) e 60 no Dicionario de Fungos (KIRK et al., 2008).

Apos o inicio da década de 1990, foram registradas as primeiras aplicacdes do DNA
para distinguir espécies em Colletotrichum e o nimero de artigos utilizando métodos
moleculares para elucidar as relagbes dentro do género aumentaram rapidamente (CANNON
etal., 2012). Inicialmente, a maioria dos estudos estavam baseados em analises da regido ITS-
rDNA, mas outras regides gendmicas comecaram a ser utilizadas em analises filogenéticas
multi-locus (SREENIVASAPRASAD; BROWN; MILLS, 1992; SHERRIFF et al., 1994;
JOHNSTON; JONES, 1997; TALHINHAS et al., 2002; GUERBER et al., 2003; DU et al.,
2005).

Muitos trabalhos apresentaram as limitacfes das caracteristicas morfoculturais e o
uso de apenas uma regido gendmica na delimitacdo de espécies de Colletotrichum,
principalmente da regido ITS-rDNA (CAI et al., 2009; HYDE et al., 2009; DAMM et al.,
2009; CANNON et al., 2012; SHARMA; PINNAKA; SHENOY, 2013). Hyde et al. (2009)
enfatizaram a necessidade de epitificacdo das espécies e 0 uso de analises filogenéticas multi-
locus, com genes mais informativos. Cai et al. (2009) indicaram o uso de uma abordagem
polifasica que inclui a utilizacdo de dados moleculares, morfoldgicos, fisiologicos e
relacionados a patogenicidade para uma identificacdo mais precisa e confiavel das espécies,

visto que a antiga forma de classificacdo tornou os limites das espécies ambiguos e confusos.



15

A partir de entdo, as analises filogenéticas multi-locus passaram a ser norma e as
principais regides genémicas utilizadas séo: gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH),
actina (ACT), quitina sintetase (CHS-1), B-tubulina (TUB2), calmodulina (CAL), histona
(HIS3), glutamina sintetase (GS), superdxido-dismutase de manganés (SOD) e a regido do
espacador interno transcrito (ITS) (CANNON et al., 2012; WEIR; JOHNSTON; DAMM,
2012). O gene GAPDH tem sido indicado como barcode secundario na identificacdo de
espécies do género Colletotrichum, pois sua combina¢do com outros genes tem permitido
distinguir de forma confiavel a maioria dos taxons (WEIR; JOHNSTON; DAMM, 2012) e
vem sendo utilizado como medida inicial de diversidade em estudos de identificacdo de
espécies do género associadas a um hospedeiro especifico (LIMA et al., 2013; SHARMA,;
SHENOY, 2013; LIU et al., 2016; SILVA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2018; WACULICZ-
ANDRADE et al., 2018).

Com base nesta abordagem, iniciou-se uma revisdo do género, ainda em curso, em
que varias espécies foram revisadas e tipificadas ou recém-descritas e varios complexos de
espécies foram detectados. Atualmente, 201 espécies sdo reconhecidas em Colletotrichum,
sendo 18 espécies isoladas (singleton) e 183 espécies agrupadas em um dos 14 complexos
reconhecidos: C. gloeosporioides, C. gigasporum, C. boninense, C. acutatum, C. graminicola,
C. caudatum, C. spaethianum, C. destructivum, C. dematium, C. truncatum, C. orbiculare, C.
dracaenophilum, C. magnum e C. orchidearum (CROUCH; INGUAGIATO, 2009; DAMM et
al., 2009; CANNON et al., 2012; DAMM et al., 2012a; DAMM et al., 2012b; WEIR,;
JOHNSTON; DAMM, 2012; DAMM et al., 2013; CROUCH, 2014; DAMM et al., 2014;
HYDE et al., 2014; LIU et al., 2014; LIU et al., 2015; HOU et al., 2016; JAYAWARDENA
etal., 2016; DAMM et al., 2019).

1.4 Controle da Antracnose em Orquideas

O controle de doencas de plantas ¢ um principio fundamental para minimizar as
perdas e garantir o maximo na produtividade. No entanto, ha uma escassez na literatura
cientifica no que diz respeito ao controle da antracnose em orquideas. A grande maioria do
material produzido estd disponivel em sites, blogs, manuais e livros como resultado do
esforco da comunidade orquiddfila.

Dentre os métodos mais indicados estdo praticas preventivas que integram controle

cultural e fisico, como: a utilizagdo de material propagativo sadio; irrigacdo adequada com
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agua de boa qualidade, evitando o0 molhamento das folhas; adocdo de medidas de sanitizagéo,
removendo e destruindo plantas invasoras, restos vegetais e partes doentes das plantas; ado¢éo
de préticas de desinfestacdo, mantendo bancadas, equipamentos e utensilios de corte limpos,
principalmente quando usados em plantas diferentes; utilizacdo de substrato esterilizado,
através de solarizacdo; disposicdo das plantas nos telados, ripados e estufas que devem ser
mantidas a mais de um metro do solo, em locais ventilados e sem aglomeracdo, evitando
baixadas, acumulo de umidade e baixas temperaturas; adubacdo balanceada, evitando
principalmente o excesso de nitrogénio; e em casos de ataques severos, isolar a planta doente
até seu completo restabelecimento. Todas estas medidas visam a erradicacdo, excluséo,
evasdo e regulacdo da doenca, evitando a disseminacédo, a formacdo de microclima favoravel
ao patdgeno e minimizando a produgdo de indculo (MAFIA et al., 2005; MANTOVANI,
2013; AGROFIT, 2018).

O controle quimico tambem ¢é utilizado de forma preventiva com os fungicidas
mancozeb, oxicloreto de cobre e tiofanato metilico, assim como o uso de fumigantes para
desinfestacdo de substrato (MANTOVANI, 2013; AGROFIT, 2018). Adicionalmente, 0s
fungicidas sisttmicos a base de azoxistrobina, difenoconazole e bitertanol sdo usados para
tratamento curativo da doenca, principalmente em caso de ataque severo (ZAGER, 2018).
Dentre estes quimicos, apenas 0 mancozeb e o oxicloreto de cobre sdo recomendados para a
cultura pelo Ministério da Agricultura (AGROFIT, 2018).

Alguns estudos, realizados com fungicidas no controle da antracnose em orquideas,
obtiveram resultados satisfatorios com o fosfonato de potéassio, mancozeb, cimoxanil,
carbendazim, iprodione e fenamidona contra C. gloeosporioides s.s. em Phalaenopsis
(MEERA et al.,, 2016) e calda bordalesa, clorotalonil, rabicida e mancozeb contra C.
orchidearum em orquideas (FENGLI et al., 1990).

Podemos citar ainda o uso do controle bioldgico, recomendado como alternativa ao
controle quimico. Estudos com Emericella nidulans em Vanilla planifolia (TALUBNAK;
SOYTONG, 2010), Bacillus subtilis B6 na orquidea Lady's Slipper (KUENPECH;
AKARAPISAN, 2014), B. subtilis SSE 4 em Dendrobium (PRAPAGDEE et al., 2008) e
Streptomyces hygroscopicus em orquideas (PRAPAGDEE et al., 2012) apresentaram
resultados significativos no combate a doenca, utilizando isolados identificados como C.
gloeosporioides s.s.

Embora exista um enorme numero de espécies de Colletotrichum associadas a

antracnose em orquideas no mundo, apenas C. gloeosporioides s.s. e C. orchidearum tém sido
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utilizados nos estudos de controle da doenca. Ja foi demostrado que as espécies de
Colletotrichum apresentam comportamento diferenciado frente aos diferentes fungicidas e que
este conhecimento pode ser utilizado para auxiliar e direcionar a escolha dos ingredientes
ativos mais adequados no controle da doenca (LIMA et al., 2015). Portanto, estudos
comparativos do efeito dos diferentes fungicidas sobre as diferentes espécies que ocorrem em
orquideas precisam ser desenvolvidos com o objetivo de evitar a resisténcia dos patdogenos

pelo uso indiscriminado destes quimicos.
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IDENTIFICACAO DE ESPECIES DE Colletotrichum EM ORQUIDEAS NO
NORDESTE DO BRASIL

Janaine Rossane Araujo Silva-Cabral®
'Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal de Alagoas, Br 104, Km 85 Norte, Rio
Largo, AL, 57100-000, Brasil, janaine_rossane@hotmail.com.

Resumo - As doencgas fungicas sdo de ocorréncia comum sobre espécies da familia
Orchidaceae. A antracnose € uma das doencas mais importantes da orquidofloria,
principalmente em regides tropicais. Muitas espécies do género Colletotrichum séo
responsaveis por causar esta doenca em orquideas no mundo todo, no entanto, pouco se sabe
sobre a etiologia da doenca no Brasil. O objetivo deste estudo foi identificar espécies do
género Colletotrichum que infectam orquideas no Nordeste do Brasil, utilizando andlises
filogenéticas multi-locus associadas a caracteristicas morfoculturais. Vinte e dois isolados,
obtidos de plantas de orquideas com sintomas de antracnose, se agruparam com seis espécies
de Colletotrichum: C. fructicola, C. gloeosporioides sensu stricto, C. Kkarstii, C.
orchidophilum, C. siamense e C. tropicale. Este é o primeiro relato de C. tropicale e C.
fructicola em orquideas no mundo e de C. orchidophilum no Brasil.

Palavras-chave: antracnose, filogenia multi-locus, Orchidaceae.

Abstract - Fungal diseases are a common occurrence on species of the Orchidaceae family.
The anthracnose is one of the most important diseases of the orchid, mainly in tropical
regions. Many species of the genus Colletotrichum are responsible for causing this disease in
orchids worldwide, however, little is known about the etiology of the disease in Brazil. The
objective of this study was to identify species of the genus Colletotrichum that infect orchids
in the northeastern Brazil, using multi-locus phylogenetic analyzes associated with morpho-
cultural characteristics. Twenty-two isolates, obtained from orchid plants with symptoms of
anthracnose, gathered with six species of Colletotrichum: C. fructicola, C. gloeosporioides
s.s., C. karstii, C. orchidophilum, C. siamense and C. tropicale. This is the first report of C.
tropicale and C. fructicola in orchids in the world and C. orchidophilum in Brazil.

Keywords: anthracnose, multi-locus phylogeny, Orchidaceae.
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2.1 INTRODUCAO

As orquideas pertencem a familia Orchidaceae, uma das mais diversas e numerosas
familias botanicas do mundo (FAY; CHASE, 2009). Devido a beleza e extensa diversidade de
suas flores sdo grande potencial econémico para floricultura nacional e internacional. O Brasil
possui uma das maiores floras orquidaceas, por isso tem se inserido cada vez mais no
mercado nacional e internacional de orquideas, como centro exportador de plantas em vaso,
flores cortadas e espécies para colecionadores (STANCATO; BEMELMANS; VEGRO,
2001; TERAO; CARVALHO; BARROSO, 2005). As doencas de origem fangicas sdo um dos
principais fatores limitantes para a producdo comercial de orquideas. A antracnose, doenca
causada por espécies fungicas do género Colletotrichum, € de ocorréncia comum em
orquidaceas e causa lesdes necroticas em folhas, flores e bulbos. As lesdes depreciam
esteticamente as plantas e flores, comprometendo sua comercializacdo (MAFIA et al., 2005;
ALMANZA-ALVAREZ et al., 2017).

Até 0 momento, quarenta e trés espécies do género Colletotrichum estdo associadas a
antracnose em orquidea no mundo: Colletotrichum acutatum J.H. Simmonds, C. arxii F. Liu,
L. Cai, Crous & Damm, C. bletiae Halst., C. bletillum Tao, Liu, Liu, Gao & Cai, C. boninense
Moriwaki, Toy. Sato & Tsuki, C. cattleyicola Damm & Toy. Sato, C. caudasporum Tao, Liu,
Liu, Gao & Cai, C. cereale Manns, C.cinctum (Berk. & M.A. Curtis) Stoneman, C.
cirrhopetali Sawada, C. cliviae Yan L. Yang, Zuo Y. Liu, K.D. Hyde & L. Cai, C. cliviicola
Damm & Crous, C. coelogynes Damm, C. crassipes (Speg.) Arx, C. crossandrae Patel,Kamat
& C.B. Pande, C. cymbidiicola Damm, P.F. Cannon, Crous, P.R. Johnst. & B. Weir, C.
dematium (Pers.) Grove, C. destructivum O'Gara, C. duyunensis G. Tao, Zuo Y. Liu & L. Cai,
C. effiguratum Sydow, C. endophytum G. Tao, Zuo Y. Liu & L. Cai, C. excelsum-altitudinum
G. Tao et al., C. gloeosporioides sensu stricto (s.s.) (Penz.) Penz. & Sacc., C. guizhouensis G.
Tao, Zuo Y. Liu & L. Cai, C. kahawae J.M Waller & Bridge, C. karstii Y.L.Yang, Zuo Y.
Liu, K.D. Hyde & L. Cai, C. liriopes Damm, P.F. Cannon & Crous, C. lujae Verpl. & Clem.,
C. macrosporum Wheeler W. H.; C. miscanthi J.A. Crouch, B.B. Clarke, J.F. White & B.I.
Hillman, C. ochracea Tao, Liu, Liu, Gao & Cai, C. oncidii Damm, P.F. Cannon & Crous, C.
orchidearum Allesch., C. orchidophilum Damm, P.F. Cannon & Crous, C. parsonsiae Damm,
P.F. Cannon, Crous, P.R. Johnst. & B. Weir, C. phalaenopsidis Sawada, K., C. plurivorum
Damm, Alizadeh & Toy. Sato, C. siamense Phoulivong, L. Cai & K.D. Hyde, C. sojae Damm
& Alizadeh, C. stanhopeae Henn., C. tofieldiae (Pat.) Damm, P.F. Cannon & Crous, C.
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tropicicola Phouliv. et al.,, C. vanillae Scalia (PATEL; KAMAT; PANDE, 1953;
MORIWAKI; SATO; TSUKIBOSHI, 2003; TALUBNAK; SOYTONG, 2010; CHEN et al.,
2011;YANG et al., 2011; DAMM et al., 2012a; DAMM et al., 2012b; SATO et al., 2012;
TAO et al., 2013, YAO et al., 2013; CHOWDAPPA et al., 2014; LIU et al., 2014;
ALMANZA-ALVARES et al., 2017; FARR; ROSSMAN, 2018; DAMM et al., 2019). No
Brasil, os trabalhos de identificacdo de Colletotrichum spp. em orquideas ainda sdo escassos e
se baseiam apenas em morfologia e andlise da regido ITS-rDNA (MAFIA et al., 2005;
FREIRE; MOSCA, 2009; OLIVEIRA et al., 2014).

Atualmente, a identificacdo de espécies do género Colletotrichum esta baseada em
uma abordagem polifasica que compreende a utilizacdo de analises filogenéticas multi-locus
associadas a caracteristicas morfoculturais. Esta nova abordagem tem contribuido
significativamente para o entendimento do género Colletotrichum, possibilitando uma
identificacdo mais precisa das espécies, resolvendo ambiguidades causadas pelos antigos
critérios de classificacdo e ampliando o registro de novas espécies em diferentes hospedeiros
ao redor do mundo (YANG et al.,, 2011; CANNON et al., 2012; DAMM et al., 2012b;
NOIREUNG et al., 2012; HOU et al., 2016; JAYAWARDENA et al., 2016; SILVA et al.,
2017; OLIVEIRA et al., 2018; VELOSO et al., 2018; WACULICZ-ANDRADE et al., 2018;
DAMM et al., 2019).

O objetivo deste estudo foi identificar espécies de Colletotrichum associadas a
antracnose em orquideas no Nordeste do Brasil, utilizando analises filogenéticas multi-locus e

caracteristicas morfoculturais.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Obtengéo dos isolados de Colletotrichum

Para a obtencédo dos isolados fungicos de Colletotrichum foram realizadas coletas de
folhas, flores e bulbos de orquideas com sintomas tipicos de antracnose nos municipios de
Maceio, Bezerros e Paulo Afonso nos estados de Alagoas, Pernambuco e Bahia do nordeste
brasileiro, respectivamente. Os isolados foram obtidos de lesdes individuais, normalmente, a
partir de duas lesbes por folha/planta coletada. Fragmentos do tecido, obtidos da regido de
transicdo entre o tecido doente e o sadio, foram desinfestados superficialmente, em alcool a

70% por 30 segundos e hipoclorito de sédio a 1% por 1 minuto, lavados duas vezes em agua
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destilada esterilizada (ADE), secos em papel filtro e transferidos para placas de Petri com
meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA). As placas foram mantidas sob temperatura de
25°C até o crescimento do micélio, a partir do qual foram retirados discos das bordas das
col6nias e transferidos para novas placas de Petri contendo 0 meio de cultura BDA.

Culturas monospdricas foram obtidas dos isolados identificados como pertencentes
ao género Colletotrichum baseado na morfologia dos conidios (SUTTON, 1980). Os isolados
foram preservados pelo método de armazenamento por congelamento em tiras de papel-filtro
(ALFENAS; MAFIA, 2007) e em seguida depositados na Colecdo de Culturas de Fungos
Fitopatogénicos da Universidade Federal de Alagoas (COUFAL). Analises moleculares e

morfoculturais foram realizadas a partir da obtencdo das culturas monosporicas.

2.2.2 Caracterizagdo molecular

Todos os isolados foram cultivados por 5 dias em meio Sacarose-Extrato de
levedura-Asparagina sem adicdo de agar, mantidos em temperatura ambiente. O micélio foi
coletado e o DNA total foi extraido usando o protocolo de Doyle; Doyle (1987).

As sequéncias parciais do gene do gliceraldeido-3-fosfatodesidrogenase (GAPDH)
foram amplificadas de todos os isolados para uma identificacdo preliminar das espécies
presentes em orquideas. Para posicionamento taxondmico definitivo das espécies do género
Colletotrichum, isolados representativos de cada espécie identificada foram submetidos a
amplificagdo da regido do espagador interno transcrito ribossomal (ITS) e do gene B-tubulina
2 (TUB2). As reacdes foram realizadas com tampao 10X (3 pL), MgCl, 50 mM (0,9 uL), 10
mM DNTP's (2,4 pL), 10 uM de cada oligonucleotideo (2 pL), 1U Taq DNA polimerase(0,2
ML) e DNA 1uL (25ng/uL). O volume final das reagdes foi ajustado para 30uL com éagua
desionizada esterilizada (Milli-Q). As condigdes de termociclagem e primers utilizados na
amplificacdo dos genes GAPDH, TUBZ2 e da regido ITS foram realizados como descritos por
Weir et al. (2012). Em seguida, os produtos de PCR foram purificados e sequenciados pela
Macrogen Inc., Seul, Coréia do Sul.

As sequéncias consenso de cada regido gendmica foram montadas e editadas usando
o Staden Package software (STADEN; BEAL; BONFIELD, 1998) e foram depositados no
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Estas sequéncias foram inicialmente analisadas com
o algoritmo BLASTn do banco de dados de nucleotideos ndo-redundante GenBank para

determinar as espécies fungicas com as quais elas compartilhavam maior identidade
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nucleotidica. Posteriormente, alinhamentos multiplos para cada regido genémica foram
montados usando o algoritmo MUSCLE (EDGAR, 2004) e manualmente ajustados usando o
MEGAG6 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis). Sequéncias de referéncia disponiveis
no GenBank para cada regido gendmica foram obtidas e incluidas nos alinhamentos
(Tabelal).

As arvores de inferéncia Bayesiana foram construidas utilizando os alinhamentos das
sequéncias parciais do gene GAPDH e dados concatenados (GAPDH, TUB2 e ITS),
separadamente, empregando o método da cadeia de Markov Monte Carlo, no portal web
CIPRES (MILLER et al., 2010) usando MrBayes v. 3.2.3 (RONQUIST et al., 2012). O
melhor modelo de substituicdo de nucleotideos foi determinado para cada regido genémica
usando MrModeltest 2.3 (POSADA; BUCKLEY, 2004) de acordo com o Akaike Information
Criterion (AIC). As arvores foram visualizadas e editadas no software FigTree v. 1.4

(ztree.bio.ed.ac.uk/software/figtree).

2.2.3 Estudos morfoculturais das espécies de Colletotrichum

A caracterizacdo cultural consistiu na obtencdo da taxa de crescimento micelial
(TCM) dos isolados. A partir de colbnias cultivadas em meio BDA durante 7 dias, foram
retirados cinco discos (5mm) da borda da col6nia e transferidos para o centro de cinco placas
de Petri contendo meio BDA sintético. As placas foram mantidas em incubadora a 25°C em
fotoperiodo de 12 horas, durante 7 dias. Para obtencdo da TCM, o didmetro das coldnias foi
mensurado diariamente. Apds os 7 dias, também foi observado a coloracdo das col6nias.

A caracterizacdo morfoldgica baseou-se na avaliacdo da forma e tamanho de 50
conidios e apressorios. As medidas de comprimento e largura destas estruturas foram obtidas
por meio de imagens capturadas por camera digital Olympus SC30 acoplada ao microscépio
de luz (Olympus CKX41), utilizando o software Cellsenses Standard.

Para os estudos morfoculturais foram selecionados isolados de cada espécie

identificada nas analises filogenéticas multi-locus.

2.2.4 Teste de patogenicidade e gama de hospedeiros

Isolados das espécies de Colletotrichum identificadas no presente estudo foram

selecionados para realizacdo dos testes de patogenicidade e gama de hospedeiros. Os isolados
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foram inoculados em folhas destacadas de orquideas para o teste de patogenicidade e em
frutos sadios para o teste de gama de hospedeiros.

As orquideas foram selecionadas de acordo com a obtencdo dos isolados, sendo cada
isolado testado na orquidea de onde foi obtido. E os frutos foram selecionadas de acordo com
0 hospedeiro original das espécies, ou seja, 0 hospedeiro em que a espécie foi identificada
pela primeira vez.

Folhas assintomaticas dos géneros Cattleya, Oncidium, Phalaenopsis e
Schomburgkia e frutos de goiaba (Psidium guajava L.), mamdo (Carica papaya L.), manga
(Mangifera indica L.) e pera (Pyrus communis L.) foram lavadas em d&gua corrente,
desinfestadas superficialmente em solucdo de hipoclorito de sédio (NaOCl) a 1% por 3
minutos, lavados 3 vezes em ADE e secos com papel estéril. O indculo consistiu de uma gota
de 10pL de suspensdo de esporos com concentracdo de 10° conidios/mL, para as folhas de
orquideas, e para os frutos, discos de BDA (5mm) retirados das margens de coldnias crescida
por sete dias. Os indculos foram depositados sobre a superficie de cada 6rgdo vegetal ferido
com auxilio de uma agulha estéril, com quatro repeticbes. Como testemunha foi utilizado
ADE e BDA. As folhas e os frutos foram acondicionadas em gerbox com papel filtro
esterilizado umedecido com ADE, cobertos com saco de polietileno e incubados em estufa
Biochemistry Oxigen Demand (BOD) a 25 °C e fotoperiodo de 12 h até o aparecimento dos
sintomas. O fungo foi reisolado para comprovar a patogenicidade das espécies e verificar as

caracteristicas morfoculturais.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Obtencéo dos isolados de Colletotrichum

Um total de vinte e dois isolados de Colletotrichum foram obtidos de sete diferentes
géneros de orquideas nativas e comercias (Tabela 1). Doze isolados foram obtidos do género
Cattleya, seguido por Oncidium com 3 isolados e Phalaenopsis com 2 isolados. Os demais
géneros foram representados por apenas um isolado. As folhas foram os 6rgdos vegetais mais
coletados e com o maior nimero de isolados. Apenas um isolado foi obtido de bulbo e

nenhum de flores.
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2.3.2 Caracterizagdo molecular

Baseado nos resultados de pesquisa BLAST do banco de dados GenBank e na anélise
inicial realizada com as sequéncias parciais do gene GAPDH, dezenove isolados de
Colletotrichum spp. obtidos neste estudo foram alocados no complexo C. gloeosporioides,
dois isolados no complexo C. boninense, e um isolado foi relacionado a espécie singleton, C.
orchidophilum.

Para representar as espécies identificadas na analise com o gene GAPDH, doze
isolados de orquideas foram selecionados e submetidos a analises filogenéticas multi-locus
(GAPDH, TUB2 e ITS). A filogenia das espécies do complexo C. gloeosporioides incluiu
nove isolados representativos, que foram agrupados em 4 clados com alto suporte de
probabilidade posterior Bayesiana: O isolado COUFAL0213 foi atribuido ao clado da espécie
C. gloeosporioides strictu sensu, os isolados COUFAL0215 e COUFAL0225 foram
agrupados no clado da espécie C. fructicola Prihastuti, L. Cai & K.D. Hyde, COUFAL0209,
COUFAL0216 e COUFALO0223 ao clado de C. siamense e o clado de C. tropicale E.I. Rojas,
S.A. Rehner & Samuels agrupou os isolados COUFAL0205, COUFALO0214 e COUFAL0217
(Figura 1).

A identidade dos isolados de orquideas que foram relacionados ao complexo C.
boninense e a especie C. orchidophilum € apresentada na Figura 2. Os isolados
COUFAL0220 e COUFALO0221 foram atribuidos a espécie C. karstii, enquanto o isolado
COUFALO0219 a espécie singleton C. orchidophilum.

Os  alinhamentos e  arvores foram  depositados no  TreeBASE

(http://www.treebase.org; nimeros de acesso: 20248; 20260).

2.3.3 Estudos morfoculturais das espécies de Colletotrichum

Os isolados representando as seis especies de Colletotrichum encontradas neste
estudo foram identificados como pertencentes ao género Colletotrichum, de acordo com seus
caracteres morfoldgicos e culturais (Figura 3). Embora a coloragdo predominante tenha sido o
branco e o laranja, os isolados se mostraram muito heterogéneos em relagao as caracteristicas
das col6nias. Os valores médios do didametro das col6nias, comprimento e largura de conidios
e apressorios apresentaram-se superiores ou inferiores aqueles observados para as espécies

identificadas, no entanto, os intervalos de tamanhos foram semelhantes as caracteristicas das
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espécies do complexo Colletotrichum gloeosporioides (WEIR; JOHNSTON; DAMM, 2012),
complexo C. boninense (DAMM et al., 2012b) e a espécie C. orchidophilum (DAMM et al.,
2012a) (Tabela 2).

2.3.4 Teste de patogenicidade e gama de hospedeiros

Todos os isolados foram patogénicos as folhas de orquideas e frutos sadios (Figura 4
e 5), que induziram sintomas entre cinco a dezoito dias apds a inoculagdo, sendo o isolado
COUFAL0220, inoculado em orquidea, 0 mais tardio.

Em orquideas, os isolados das espécies de Collettrichum induziram les6es necroticas
deprimidas pequenas na superficie das folhas com ferimento. Nos frutos, as lesbes foram
necréticas, deprimidas, enxarcadas e com diferentes tamanhos. As espécies C.
gloeosporioides s.s., e C. siamense induziram as maiores lesbes quando inoculadas em
mamao (2,0-1,5cm) e pera (2,7-2,5cm) , respectivamente. Nenhum sintoma foi observado na

testemunha (Tabela 2).

2.4 DISCUSSAO

Neste estudo a filogenia multi-locus combinada aos dados morfoculturais revelou
uma alta diversidade de espécies de Colletotrichum associadas a antracnose em orquideas no
nordeste do Brasil. Seis espéecies foram identificadas: C. fructicola, C. gloeosporioides s.s., C.
karstii, C. orchidophilum, C. siamense e C. tropicale.

A vasta diversidade de espécies de Colletotrichum ocorrendo em orquideas ja era
esperada, uma vez que 43 espécies do género foram relatadas neste hospedeiro ao redor do
mundo (FARR; ROSSMAN, 2018). Dentre as espécies identificadas apenas C. tropicale e C.
fructicola nunca foram anteriormente relatadas em orquideas.

A espécie C. orchidophilum forma um grupo basal ao complexo C. acutatum e é
classificada como uma espécie singleton, pois ndo pertence a nenhum complexo reconhecido
do género. O nome desta espécie advém de seu hospedeiro, j& que é relatada somente em
espécies da familia Orchidaceae, e ndo existem relatos de sua ocorréncia em nenhum outro
hospedeiro. Colletotrichum orchidophilum ja foi relatada em Cycnoches aureum, no Panama,
Ascocenda sp. e Dendrobium sp. nos Estados Unidos, Phalaenopsis sp. no Reino Unido e V.
planifolia em Reunido (DAMM et al., 2012a; CHARRON et al., 2018). O isolado
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COUFALO0219 correspondente a C. orchidophilum foi obtido somente de Ca. labiata Lindl.,
espécie originaria do nordeste brasileiro conhecida como rainha do Nordeste. Segundo nossos
conhecimentos, este é o primeiro relato desta espécie em orquideas no Brasil e em Cattleya
sp. no mundo.

Colletotrichum fructicola, C. gloeosporioides s.s., C. siamense e C. tropicale,
membros do complexo C. gloeosporioides e C. karstii, membro do complexo C. boninense
sdo espécies amplamente disseminadas que ocorrem sobre uma vasta gama de hospedeiros de
importancia econémica (DAMM et al.,, 2012b; WEIR; JOHNSTON; DAMM, 2012,
UDAYANGA et al., 2013; ALANIZ; HERNANDEZ; MONDINO, 2015; LIU et al., 2015;
LIU et al., 2016; VELOSO et al., 2018).

Colletotrichum gloeosporioides s.s. € a segunda espécie mais relatada em orquideas
no mundo, sendo associada as seguintes espécies e géneros da familia Orchidaceae:
Anoectochilus roxburghii (Wall.) Lindl.,, Ca. gaskelliana (N.E.Br.) Rchb.f., Cattleya sp.,
Cymbidium sp., Cy. insigne Rolfe, Cy. kanran Makino, Cy. sinense [And.] Willd., Cy. sp. var.
wondrous, Coelogyne graminifolia Rchb. f., Dendrobium chrysotoxum Lindl., D. moschatum
(Buch.-Ham.) Sw., D. nobile Lindl.,, D. officinale Kimura & Migo, Epidendrum sp.,
Hoffmannseggella cinnabarina (Batem. ex Lindl.) H.G.Jones, Laeliocattleya sp., Oncidium
altissimum (Jacq.) Sw., Oncidium sp., Phalaenopsis sp., Phaius tankervilleae (Banks) Blume,
Saccolabium sp., Schomburgkia tibicinis (Bateman ex Lindl.) Rolfe, Spatiglotis sp.,
Stanhopea sp., Vanda sp., V. planifolia, em Australia, Africa do Sul, Brasil, China, Coréia,
Cuba, EUA, llhas Virgens, India, Indonésia, Mauricia, Porto Rico e Tailandia (FREIRE;
MOSCA, 2009; YUAN et al., 2009; BOCOURT et al., 2011;YANG et al., 2011;
CHOWDAPPA et al., 2012; HUANG et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2014; LAN et al., 2016;
FARR; ROSSMAN, 2018).

A maioria destes registros estdo baseados em morfologia, gama de hospedeiro e
analise da regido ITS, com alguns poucos estudos utilizando analise filogenética multi-locus.
A revisdo destes relatos mais antigos seria oportuna, uma vez que o complexo C.
gloeosporioides agrupa inimeras especies cripticas e muitos isolados foram erroneamente
identificados como C. gloeosporioides s.s. com base nos antigos critérios de classificacdo. A
espécie C. gloeosporioides var. minor (como var. minus), por exemplo, foi reclassificada
como C. queenslandicum por Weir; Johnston; Damm (2012), e existem relatos de C.
gloeosporioides var. minor em orquideas (SIMMONDS, 1966), porém nenhum isolado deste

hospedeiro foi avaliado nesta reviséo.
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Os resultados do presente estudo contrariam a abundancia desta espécie em
orquideas, pois somente o isolado COUFALO0213 obtido de Ca. alba correspondeu a C.
gloeosporioides s.s., além disso, as outras espécies deste complexo relatadas aqui foram mais
frequentes do que C. gloeosporioides s.s.. A espécie C. tropicale foi a mais prevalente,
representada por 10 isolados, seguida por C. siamense, com 6 isolados e por C. fructicola com
2 isolados. Colletotrichum tropicale e C. fructicola ndo foram relatadas em nenhuma orquidea
no mundo, enquanto que a espécie C. siamense foi relatada apenas em Arundina graminifolia
((D.Don) Hochr.) na China (YANG et al., 2011). Concluimos, entdo, que este é 0 primeiro
relato de C. tropicale em Brassia longissima [Rchb.f] Nash, Cattleya sp., Ca. labiata, Ca.
maikai, Maxilaria sp., Oncidium sp. e Phalaenopsis sp.; de C. fructicola em Cattleya sp.
(hibrida) e Phalaenopsis sp.; de C. gloeosporioides s.s. em Ca. alba e de C. siamense em
Cattleya sp., Ca. labiata, Ca. maikai, Harpophyllum giganteum Hartweg ex Lindl. e S. crispa
no mundo.

Interessante notar que as especies C. fructicola, C. tropicale e C. siamense foram
relacionados a infeccdes mistas em Ca. labiata e Phalaenopsis sp., sendo identificadas de
isolados obtidos de lesdes distintas da mesma folha/planta. Foi o caso dos isolados
COUFALO0205 e COUFALO0206, obtidos de folhas de Ca. labiata, identificados como C.
tropicale e C. siamense, respectivamente. E os isolados COUFAL0214 e COUFALO0215 que
foram obtidos de folhas de Phalaenopsis sp., identificados como C. tropicale e C. fructicola,
respectivamente.

A espécie C. karstii foi identificada pela primeira vez em orquideas (A. graminifolia,
Calanthe argenteostriata C.Z. Tang & S.J. Cheng, Eria coronaria (Lindl.) Rchb.f., Pleione
bulbocodioides (Franchet) Rolfe e Vanda sp. na China (YANG et al., 2011). Posteriormente
foi relatada em Phalaenopsis sp. (hibrido) nos EUA e Bletilla ochracea Schltr. na China
(JADRANE et al., 2012; TAO et al., 2013). Porém, esta espécie ndo € restrita a orquideas,
sendo considerada a espécie mais comum e geograficamente diversificada do complexo C.
boninense. Na revisdo deste complexo, muitos isolados obtidos de Dracaena sp., Passiflora
edulis Sims, Cucumis melo L., Clivia miniata (Stuefer) Engels, Eucaluptus sp. Leucospermum
sp. e Protea cynaroides (L.) L. na Africa do Sul, Australia, EUA, Japdo e Zimbabue,
anteriormente identificados como C. boninense, foram reclassificados como C. karstii
(DAMM et al., 2012b). Alguns destes isolados revisados foram obtidos do estudo de
Moriwaki; Sato; Tsukiboshi (2003), onde a espécie C. boninense foi identificada de isolados

oriundos de Cattleya sp., Cymbidium sp. e D. kingianum Bidwill ex Lindl. no Japéo, no
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entanto estes isolados de orquideas ndo foram incluidos na revisdo de Damm et al. (2012b).
Talvez subestimando a abrangéncia desta espécie em géneros de orquidaceas. No presente
estudo C. karstii é relatado pela primeira vez em O. sherry baby O’Flaherty e Ca. labiata.

Em relacdo a heterogeneidade observada nas caracteristicas morfoculturais dos
isolados neste estudo, podemos notar que estas caracteristicas sdo altamente variaveis. Outros
estudos mostraram a mesma variabilidade destas caracteristicas. Weir; Johnston; Damm
(2012) concluiram que existem pequenas variagdes entre isolados de uma mesma espécie em
relacdo ao tamanho dos conidios e forma dos apressorios,e que os intervalos de tamanho dos
conidios entre as espécies sdo geralmente pequenos e se sobrepdem. Eles encontraram
também uma alta divergéncia na aparéncia macroscopica das culturas, provavelmente
refletindo diferentes histéricos de armazenamento. Damm et al. (2012b) relataram uma alta
variabilidade na morfologia dos isolados da espécie C. karstii e Damm et al. (2012a)
observaram diferencas no tamanho de conidios e apressorios entre os isolados examinados da
espécie C. orchidophilum e também uma variacdo na coloracdo da col6nia dependendo do
meio utilizado. Segundo Cai et al. (2009) as caracteristicas fenotipicas podem variar
dependendo do meio de cultura, temperatura e das condi¢cbes de cultivo. Todas estas
observacgoes refletem a fragilidade da identificacdo de Colletotrichum spp. baseada apenas em
dados morfoculturais.

No teste de patogenicidade e gama de hospedeiro, as espécies de Colletotrichum
induziram lesGes mais evidentes nos frutos do que nas folhas de orquideas, hospedeiro
original dos isolados testados. Estes resultados corroboram com outros estudos de
patogenicidade cruzada deste género desenvolvidos em diferentes hospedeiros e regides do
mundo que confirmam a inespecifidade das espécies de Colletotrichum em relacdo ao
hospedeiro. Este comportamento evidencia que a interacdo patdgeno/hospedeiro deste género
precisa ser melhor explorada, uma vez que pode estar associado com particularidades do
isolado e/ou dos frutos inoculados, como por exemplo, niveis de suscetibilidade do
hospedeiro e densidade do inoculo (SILVA et al., 2006; LIMA et al. 2015; PHOULIVONG et
al., 2010; YANG et al., 2011).

O presente estudo demonstrou que a diversidade de espécies de Colletotrichum
associadas a antracnose de orquideas no nordeste do Brasil tem sido subestimada. Seis
espécies foram identificadas como agentes causais da antracnose, sendo o primeiro relato da
maioria destas especies em orquideas no Brasil. A aplicacdo de estudos filogenéticos na

identificacdo de espécies de Colletotrichum é fundamental para conhecer a diversidade,
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estrutura populacional, gama de hospedeiros e distribuicdo geogréafica deste grupo de fungos.
Este conhecimento contribui significativamente para o desenvolvimento de medidas de

controle mais efetivas da doenca.

2.5 CONCLUSOES

As espécies C. fructicola, C. gloeosporioides s.s., C. karstii, C. orchidophilum, C.
siamense e C. tropicale sdo associadas a antracnose em orquideas no Nordeste do Brasil.

Este € o primeiro relato de C. fructicola e C. tropicale em orquideas no mundo e de
C. orchidophilum no Brasil.

As espécies C. gloeosporioides s.s., C. karstii, C. siamense e C. orchidophilum sdo
relatadas pela primeira vez em pelo menos um dos géneros de orquideas aqui estudados.

Colletotrichum tropicale € a espécie mais prevalente entre os géneros de orquideas,
ocorrendo em Cattleya, Maxillaria, Brassia, Phalaenopsis e Oncidium.

O género Cattleya apresenta maior diversidade de Colletotrichum spp. associadas a
doencga antracnose no Nordeste do Brasil.
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591  Tabela 1. Espécies de Colletotrichum com detalhes do hospedeiro, localizagdo e nimero de acesso das culturas e do GenBank utilizados para a andlise filogenética neste

592 estudo.
L - . o NUmero de acesso do GenBank
Espécies Cadigo da cultura Hospedeiro Localizagédo ITS GAPDH TUB?2

C. aenigma ICMP 18608" Persea americana Israel JX010244 JX010044 JX010389
ICMP18686 Pyrus pyrifolia Japdo JX010243 JX009913 JX010390
C. aeschynomenes ICMP 17673* Aeschynomene virginica EUA JX010176 JX009930 JX010392
C. alatae ICMP17919" Dioscore alata india JX010190 JX009990 JX010383
ICMP18122 Dioscore alata Nigéria JX010191 JX010011 JX010449
C. alienum ICMP 12071" Malus domestica Nova Zelandia JX010251 JX010028 JX010411
ICMP18621 Persea americana Nova Zelandia JX010246 JX009959 JX010386
C. annellatum CBS129826" Hevea brasiliensis Col6mbia JQ005222 JQO005309 JQO005656
C. asianum ICMP18580" Coffea arabica Tailandia FJ972612 JX010053 JX010406
MTCC11680 Mangifera indica india JQ894679 JQ894623 JA894601
C. boninense CBS123755" Crinum asiaticum var. Sinicum Japédo JQO005153 JQ005240 JQ005588
CBS128547 Camellia sp. Nova Zelandia JQ005159 JQ005246 JQ005333
C. camelliae-japonicae CGMCC3.18118* Camellia japonica Japéo KX853165  KX893584  KX893580
CGMCC3.18117 Camellia japonica Japéao KX853164  KX893583  KX893579
C. citricola CGMCC3.15227" Citrus unshiu China KC293576  KC293736  KC293656
C. conoides CAUG17* Capsicum annuum China KP890168 KP890162 KP890174

C. endophytica LC0324* Pennisetum purpureum Tailandia KC633854  K(C832854 -

LCO0327 Pennisetum purpureum Tailandia KC633855  KC832846 -
C. fructicola ICMP18581" Coffea Arabica Tailandia JX010165 JX010033 JX010405
ICMP17921 Ficus edulis Alemanha JX010181 JX009923 JX010400
COUFALO0215 Phalaenopsis sp. Brasil MH939970 MH939936 MH939958
COUFALO0225 Cattleya sp. (hibrida) Brasil MH939969 MH939937 MH939959
C. gloeosporioides IMI1356878* Citrus sinensis Italia JX010152 JX010056 JX010445
LF318 Camellia sinensis China KJ955127 KJ954828 KJ955275
COUFALO0213 Cattleya alba Brasil MH939971 MH939938 MH939960
C. hebeiense JZB330028* Vitis vinifera China KF156863 KF377495 KF288975
C. karstii CBS128500 Annona cherimola Nova Zelandia JQ005202 JQ005289 JQ005636
CBS128550 Annona cherimola México JQ005219 JQ005306 JQ005653
COUFAL0220 Oncidium sherry baby Brasil MH939979 MH939957 MH939967
COUFAL0221 Cattleya labiata Brasil MH939978 MH939956 MH939966
C. musae ICMP 19119" Musa sp. EUA JX010146 JX010050 HQ596280
ICMP17817 Musa sapientum Quénia JX010142 JX010015 JX010395
C. novae-zelandiae ICMP 12944* Capsicum annum Nova Zelandia JQ005228 JQO005315 JQ005662
ICMP 12064 Citrus grapefruit Nova Zelandia ~ JQ005228 JQO005316 JQO005663
C. nupharicola ICMP18187" Nuphar lutea subsp. polysepala EUA JX010187 JX009972 JX010398
ICMP17940 Nymphaea ordorata EUA JX010188 JX010031 JX010399
C. orchidophilum CBS 632.80* Dendrobium sp. EUA JQ948151 JQ948481 JQ949802
COUFALO0219 Cattleya labiata Brasil MH939980 MH939955 MH939968



C. petchii

C. phyllanthi
C. proteae

C. pseudoacutatum
C. queenslandicum

C. salsolae
C. siamense

C. tropicale

C. viniferum

CBS378.94"
CBS379.94
CBS175.67*
CBS132882"
CBS134301
CBS 436.77*
ICMP1778"
ICMP18705
ICMP19051"
ICMP18578"
ICMP18121
COUFALO0206
COUFALO0209
COUFALO0212
COUFALO0216
COUFALO0218
COUFALO0223
ICMP18653"
ICMP18672
COUFALO0205
COUFAL0207
COUFALO0208
COUFALO0210
COUFALO0211
COUFALO0214
COUFALO0217
COUFAL0222
COUFALO0226
COUFAL0224

GZAAS 5.08601*

GZAAS 5.08608

Dracaena marginata
Dracaena marginata
Phyllanthus acidus
Protea sp.
Protea sp.
Pinus radiata
Carica papaya
Coffea sp.
Salsola tragus
Coffea arabica
Dioscorea rotundata
Cattleya labiata
Harpophyllum giganteum
Cattleya sp.
Cattleya maikai
Orchidaceae
Schomburgkia crispa
Theobroma cacao
Litchi chinensis
Cattleya labiata
Cattleya labiata
Maxillaria sp.
Brassia longissima
Cattleya maikai
Phalaenopsis
Cattleya maikai
Oncidium sherry baby
Cattleya sp.
Oncidium sp.
Vitis vinifera cv. shuijing
Vitis vinifera cv. hongti

Italia
Italia
india
Africa do Sul
Africa do Sul
Chile
Australia
Fiji
Hungria
Tailandia
Nigéria
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Panama
Japédo
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
China
China

JQ005223
Q005224
JQ005221
KC297079
KC842385
Q948480
IX010276
JX010185
IX010242
IX010171
JX010245

MH939973
MH939974

MH939972
JX010264
JX010275

MH939975

MH939976
MH939977

JN412804
JN412802

JQ005310
JQ005311
JQ005308
KC297009
KC842379
Q948811
1X009934
JX010036
JX009916
1X009924
3X009942
MH939939
MH939940
MH939942
MH939941
MH939943
MH939944
3X010007
JX010020
MH939945
MH939946
MH939947
MH939948
MH939952
MH939949
MH939953
MH939954
MH939950
MH939951
IN412798
IN412800

JQOOGERY
JQO05658

JQO005655
KC297101
KC842387
JQ950131
IX010414
IX010412
JX010403
1X010404
JX010402

MH939962

MH939961
JX010407
JX010396

MH939964

MH939965
MH939963

JN412813

*ex-holotype or ex-epitypecultures. Os isolados obtidos neste estudo estdo destacados em negrito.
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Tabela 2. Resumo das caracteristicas morfoldgicas e culturais das espécies de Colletotrichum.
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- L. Teste de
N Conidios (um) Apressorios (um) TCM o patogenicidade
Espécies (cm/dia) Colénias
Comprimento Largura Formato Comprimento Largura Orquideas Frutos
C.fructicola
15.50 5.21 e 11.91 8.01
COUFATSS  (10632636)  (362694) C'MM°  (8.082020) (4201489 0% Branca 0403 0806
C. gloeosporioides 15.31 5.31 e 9.8 7.7 Cinza rosado com i i
COUFAL0213  (11.03-18.09)  (3.54-7.09)  Clndrico 85160y (29-12.4) 1.02 bordas brancas 0303 2015
C. orchidophilum 17.51 4.21 e 9.03 5.81
COUFAL0219  (15.70-19.83)  (3.11-5.44)  Clndrico g ee'1351)  (4.31-8.63) 0.81 Branca 0.2-0.4 -
C. siamense Branco a alaranjado
16.26 5.14 A 11.61 8.51 .
COUFALO0223 Cilindrico 0.66 com bordas cinza e 0.2-0.3 2.7-2.5
COUFALO2LE (11.78-22.18) (4.0-6.36) (6.40-19.62)  (4.32-11.81) brancas
C. tropicale Branco a alaranjado
14.53 5.17 e 9.13 7.34 .
COUFAL0205 Cilindrico 1.06 com bordas cinza e 0.1-0.2 0.6-0.7
COUFALO217 (10.62-18.11) (2,04-6.26) (4.69-15.23)  (3.97-11.05) brancas
C. karstii 16.17 7.85 11.13 9.43 Branco a alaranjado
SO (1341837)  (6.89-8.99) Cilindrico 7 645009y  (6.71-1372) 088 com bordas beges 03-04 0505

*Este isolado ndo produziu apressérios.
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Figura 1. Arvore filogenética de inferéncia Bayesiana do complexo Colletotrichum gloeosporioides baseada em
sequéncias concatenadas dos genes GAPDH, TUB2 e ITS. Valores de probabilidade posteriores Bayesianos
>0,60 sdo indicados nos nos. Colletotrichum boninense foi utilizado como grupo externo. Os isolados obtidos

neste estudo estdo destacados em negrito. As culturas ex-tipo estdo marcadas com um asterisco. A barra
escala (0,02) representa substituicdes de nucleotideos por sitio.

C. proteae CBS132882*
C. proteae CBS134301

| r, C. alatae ICMP17919*
L C. alatae ICMP18122
C. endophytica LC0324*
C. endophytica LC0327

C. asianum ICMP18580*
1 C. asianum MTCC11680
C. queenslandicum ICMP1778%

1 1 C. queenslandicum ICMP 18705

C. salsolae ICMP19051*
C. aeschynomenes ICMP17673*

C. musae CBS116870*
o L ¢ musae ICMP17817
’ C. viniferum GZAAS508601*
L C. viniferum GZAAS 508608
C. alienum ICMP12071*
C.alienum ICMP18621

C. nupharicola CBS47096*
C. nupharicola CBS47296
C. hebeiense MFLUCC130726*
099 conoides CAUG17*
C. aenigma ICMP18608*
0991 C. aenigma ICMP18686
C.boninense CBS123755%

0.02

de
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Figura 2. Arvore filogenética de inferéncia Bayesiana do complexo Colletotrichum boninense baseada em
sequéncias concatenadas dos genes GAPDH, TUB2 e ITS. Valores de probabilidade posteriores Bayesianos
>0,94 séo indicados nos nés. Colletotrichum gloeosporioides foi utilizado como grupo externo. Os isolados
obtidos neste estudo estdo destacados em negrito. As culturas ex-tipo estdo marcadas com um asterisco. A barra
de escala (0,03) representa substituicdes de nucleotideos por sitio.

C. pseudoacutatum CBS43677*

’l_ C. orchidophilum CBS63280*
L couraLe9

C. novae zelandiae CBS128505*

C. boninense CBS123755%

4| 1
C. novae zelandiae CBS130240
]
C. boninense CBS128547
C. camelliae japonicae LC6415%

1
C. camelliae japonicae LC6416

0.9 C. citricola SXC151*

C. phyllanthi CBS17567*
C. karstii CBS128500
C. karstii CBS128550

1
COUFAL0221

—l

COUFAL0220

— C. annellatum CBS129826*
C. petchii CBS37994*

—| 1
C. petchii CBS37894

C. gloeosporioides IMI356878*

0.03
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Figura 3. Caracteristicas morfoculturais das espécies de Colletotrichum: a. colénia, b. conidios e c. apressorios
de C. fructicola; d. coldnia, e. conidios e f. apressdrios de C. gloeosporioides; g e h. coldnias, i. conidios e
apressorios de C. karstii; j. col6nia, k. conidios e apressorios de C. orchidophilum; | e m. colénias, n. conidios e
0. apressorios de C. siamense; p e g. colonias, r. conidios e s. apressdrios de C. tropicale.
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Figura 4. Teste de patogenicidade em folhas de orquideas: a. Colletotrichum gloeosporioides (COUFALO0213)
em Cattleya alba; b. C. karstii (COUFAL0220) em Oncidium sherry baby; c. C. siamense (COUFAL0223) em
Schomburgkia crispa; d. C. tropicale (COUFAL0205) em Ca. labiata; e. C. orchidophilum (COUFAL0219) em
Ca. labiata; f. C. fructicola (COUFAL0215) em Phalaeonopsis.
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Figura 5. Teste de gama de hospedeiros em frutos de goiaba, mamédo, manga e pera: a. Colletotrichum
gloeosporioides (COUFAL0213) em mamdo; b. C. karstii (COUFAL0220) em maméo; c¢. C. siamense
(COUFALO0223) em pera; d. C. tropicale (COUFAL0205) em manga; e. C. fructicola (COUFALO0205) em
goiaba; f. Testemunha da goiaba.
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SENSIBILIDADE A FUNGICIDAS DE ESPECIES DE Colletotrichum EM
ORQUIDEAS

Janaine Rossane Araljo Silva-Cabral®;
'Centro de Ciéncias Agrérias, Universidade Federal de Alagoas, Br 104, Km 85 Norte, Rio

Largo, AL, 57100-000, Brasil, janaine_rossane@hotmail.com.

Resumo — A antracnose em orquideas € causada por varias espécies do género
Colletotrichum. O desenvolvimento de estatrégias de controle mais eficientes para esta
doenca deve levar em consideragdo os niveis de resisténcia apresentados pelas espécies de
Colletotrichum a fungicidas. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes
fungicidas sobre o crescimento micelial de seis espécies de Colletotrichum obtidos de
orquideas. Testes in vitro com os fungicidas tiofanato metilico, difenoconazole, tebuconazole
e azoxistrobina+difeconazole foram realizados pelo método de incorporagédo de fungicidas ao
meio de cultura BDA. Todos os fungicidas foram eficientes no controle in vitro das seis
espécies de Colletotrichum, mas a resposta de sensibilidade micelial das espécies variou de
acordo com o fungicida e a concentracdo. Tebuconazole e difenoconazole apresentaram-se
como os mais eficientes na inibicdo do crescimento micelial, enquanto que tiofanato metilico
foi 0 menos eficiente. A concentragdo de 10 pg/ml™ do ingrediente ativo induziu os menores
indices de crescimento micelial para todos os fungicidas. As espécies de Colletotrichum
foram classificadas como alta e moderadamente sensiveis aos fungicidas baseado no célculo
da EC50.

Palavras-chave: antracnose, benzimidazois, estrobilurinas, Orchidaceae, triazois.

Abstract - Anthracnose in orchids is caused by several species of the genus Colletotrichum.
The development of more efficient control strategies for this disease should take into account
the resistance levels presented by Colletotrichum species to fungicides. The objective of this
study was to evaluate the effect of different fungicides on mycelial growth of six
Colletotrichum species obtained from orchids. In vitro tests with the fungicides methyl
thiophanate, difenoconazole, tebuconazole and azoxitrobin+difeconazole were carried out by
the method of incorporation of fungicides into the BDA culture medium. All fungicides were
efficient in the in vitro control of the six Colletotrichum species, but the mycelial sensitivity

response of the species varied according to fungicide and concentration. Tebuconazole and
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difenoconazole were the most efficient in inhibiting mycelial growth, whereas methyl
thiophanate was the least efficient. The concentration of 10 pg/ml™ of the active ingredient
induced the lowest mycelial growth rates for all fungicides. Colletotrichum species were
classified as high and moderately sensitive to fungicides based on EC50 calculation.
Keywords: anthracnose, benzimidazoles, strobilurins, Orchidaceae, triazoles.

3.1 INTRODUCAO

A antracnose é uma das principais doencgas flngicas associadas a orquideas no
mundo, ocorrendo principalmente nas regides tropicais e subtropicais. O controle da doenga
estd baseado em medidas culturais, fisicas e quimicas aplicadas de maneira preventiva (Mafia
et al., 2005; Agrofit, 2018). Em caso de ataques severos, fungicidas sistémicos sdo indicados
para o controle curativo. Somente os fungicidas mancozeb e oxicloreto de cobre sdo
recomendados para o controle quimico das orquidaceas no Brasil (Agrofit, 2018). No entanto,
estudos com os fungicidas carbendazin, cimoxanil, iprodione, fenamidona e clorotalonil
mostraram resultados positivos no controle de isolados obtidos de orquideas (Fengli et al.,
1990; Meera et al., 2016). Adicionalmente, os fungicidas tiofanato metilico, azoxistrobina,
difenoconazole e bitertanol sdo aplicados em casos severos da doenca pela comunidade
orquiddfila (Zanger, 2018).

Embora um ndmero consideravel de espécies do género Colletotrichum tenha sido
associado a antracnose em orquideas em diferentes paises do mundo, no Brasil, a doenca foi
atribuida exclusivamente a C. gloeosporioides (Mafia et al., 2005; Oliveira et al., 2014; Farr;
Rossman, 2018; Damm et al., 2019). No entanto, um estudo filogenético multi-locus realizado
com isolados obtidos de orquideas no Nordeste do Brasil revelou que seis espécies de
Colletotrichum (C. fructicola, C. gloeosporioidess.s., C. karstii, C. orchidophilum, C.
siamense e C. tropicale) sdo responsaveis por causar antracnose neste hospedeiro (dados ndo
publicados).

O conhecimento de espécies que ocorrem sobre um determinado hospedeiro e 0
efeito de fungicidas é importante para auxiliar e direcionar a escolha dos ingredientes ativos
mais adequados para seu controle e otimizar o manejo da doenca (Lima et al., 2015). O uso
intensivo e indiscriminado dos fungicidas aumenta o risco de resisténcia adquirida pelo
patdgeno, assim como diminui a eficiéncia dos mesmos (Parreira et al., 2009; Prapagdee et al,
2012).



931
932
933
934
935
936
937
938
939
940
941
942
943
944
945
946
947
948
949
950
951
952
953
954
955
956
957
958
959
960
961
962
963

56

O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro o efeito de fungicidas sobre o crescimento

micelial das seis espécies de Colletotrichum associadas a orquideas no Nordeste do Brasil.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Obtencdo dos isolados fungicos

Dez isolados representativos de seis espécies de Colletotrichum obtidos de orquideas
no nordeste do Brasil foram adquiridos da Colecdo de Culturas de Fungos Fitopatogénicos da
Universidade Federal de Alagoas (COUFAL) e utilizados nos experimentos (Tabela 1). Estes
isolados foram identificados por meio de analise filogenética multi-locus baseada em
Inferéncia Bayesiana utilizando a regido do espacador interno transcrito ribossomal (ITS) e as
sequéncias parciais dos genes gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e B-tubulina
(TUB2).

3.2.2 Teste de sensibilidade micelial das espécies de Colletotrichum a fungicidas

Para determinar a sensibilidade das seis espécies de Colletotrichum aos fungicidas
foi avaliado o crescimento micelial em meio de cultura suplementado com fungicida. As
formulagdes comerciais dos fungicidas tiofanato metilico (Cercobin 700 WP, 700 g kg™ de
ingrediente ativo (i.a.), Iharabras, Sao Paulo, Brasil), difenoconazole (Score EC, 250 gl™ i.a.,
Syngenta, Sao Paulo, Brasil), tebuconazole (Folicur 200EC, 200gl™ i.a., BAYER, Séo Paulo,
Brasil) e azoxistrobina (Amistar 500 WG, 500 g kgi.a., Syngenta, Sdo Paulo, Brasil) foram
utilizadas nos testes in vitro. Cada fungicida foi testado individualmente, com excecdo de
azoxistrobina que foi testado juntamente com tebuconazole, pois estudos tem demonstrado a
baixa eficiéncia deste fungicida no controle in vitro de espécies de Colletotrichum quando
usado isoladamente (Lima et al., 2015; Oliveira, 2018). Os fungicidas foram dissolvidos em
dimetilsulfoxido (DMSO) e adicionados ao meio de cultura sintético de batata dextrose agar
(BDA) fundente (45°C), para alcancar as concentracdes de 0.5, 1.0, 5.0 e 10.0 pg/ml™*de i.a. A
concentracdo final do DMSO no meio de cultura foi de 0.1% (v/v).

Em seguida, 20 mL do meio BDA sintético suplementado com fungicida foram
vertidos em placas de Petri. Placas de Petri contendo BDA sintético sem fungicidas foram

utilizadas como testemunhas. Discos de micélio (5 mm diametro) de cada isolado foram
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removidos da margem de colonias com 7 dias de crescimento em meio BDA e transferidos
para o centro das placas de Petri contendo meio BDA sintético suplementado com o0s
fungicidas. As placas foram incubadas a 25 °C no escuro durante 7 dias. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com 96 tratamentos e cinco repeticGes em arranjo
fatorial triplo (6 espécies-isolado x 4 fungicidas x 4 concentragoes).

Diariamente, o crescimento micelial de cada colénia foi mensurado em dois sentidos
perpendiculares para se obter o indice de crescimento micelial (ICM). O ICM foi determinado
pela formula ICM=[(C1/N1)+(C2/N2)+...+(Cn/Nn)], sendo C1, C2 e Cn o crescimento
micelial do fungo na primeira, segunda e Gltima avaliacdo, respectivamente; e N1, N2, Nn € o
nimero de dias apds a inoculacdo. Os dados foram submetidos a andlise de varidncia
(ANOVA) (p<0,05) pelo Teste de Tukey e, quando significativos, a analise de regressao
utilizando o programa ASSISTAT 7.6 beta (Santos; Silva, 2013).

A ECsp, concentracdo de ingrediente ativo capaz de inibir 50% do crescimento
micelial, também foi calculada. Apds o calculo da ECsg, as espécies de Colletotrichum foram
classificadas em quatro categorias de sensibilidade, de acordo com a escala de Edgington et
al. (1971), em que: ECso: <1 pg/ml™: alta sensibilidade (AS); ECso: 1-10 pg/ml™: moderada
sensibilidade (MS); ECsp: >10-50 pg/ml™: baixa sensibilidade (1); ECsp: >50 pg/ml™:

insensibilidade (1).
3.3 RESULTADOS
3.3.1 Avaliacdo da sensibilidade micelial das espécies de Colletotrichum a fungicidas

Os resultados da analise da variancia dos dados de indice de crescimento micelial
(ICM) indicaram que existe diferenca significativa entre as interacdes dos trés fatores:
fungicidas, concentrac@es e espécies de Colletotrichum.

Todos os fungicidas foram eficientes no controle in vitro das seis espécies de
Colletotrichum quando comparados a testemunha, com ICM’s: 6.99 cm (C. tropicale), 7.76
cm (C. siamense), 8.03 cm (C. fructicola), 6.93 cm (C. karstii), 7.40 (C. gloeosporioides) e
6.59 (C. orchidophilum), no entanto, induziram diferentes niveis de controle sobre as mesmas.
Os quatro fungicidas diferiram significativamente entre si para as espécies C. siamense, C.
gloeosporioides e C. karstii, enquanto que difenoconazole e tebuconazole ndo diferiram entre
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si para C. fructicola e C. orchidophilum, sendo os mais eficientes no controle destas espécies
(Figura 1).

Difenoconazole e tebuconazole foram os mais eficientes no controle de todas as
espécies, porém, difenoconazole diferiu significativamente dos demais fungicidas para as
espécies C. siamense, C. gloeosporioides e C. tropicale, induzindo as menores médias de
ICM (2.58, 1.69 e 1.89, respectivamente) e tebuconazole para C. karstii, com ICM de 1.71
cm. Para todas as espécies o fungicida tiofanato metilico foi o0 menos eficiente na inibicdo do
crescimento  micelial, seguido por azoxistrobina+tebuconazole que ndo diferiu
estatisticamente de tiofanato metilico apenas para a espécie C. tropicale.

A espécie C. siamense apresentou as maiores médias de ICM (2.58 — 4.33 cm),
diferindo significativamente das demais espécies para todos os fungicidas. Colletotrichum
orchidophilum foi a espécie com maior inibicdo micelial para os fungicidas difenoconazole e
tebuconazole, seguida por C. karstii para os fungicidas azoxistrobina+tebuconazole e
tiofanato metilico. No entanto, C. karstii ndo diferiu de C. gloeosporioides para tiofanato
metilico, que por sua vez ndo diferiu de C. fructicola.

A interacdo entre fungicidas e concentragfes evidenciou uma relacdo inversamente
proporcional entre as médias de ICM e as concentragcfes, onde a medida que a concentracdo
aumentava, diminuia-se o ICM. Assim, todos os fungicidas foram mais eficientes no controle
in vitro das espécies de Colletotrichum na concentracdo de 10.0 pg/ml™ do ingrediente ativo.
As concentragbes, 0.5 e 1.0 pg/ml™ foram as que mais induziram variabilidade na
sensibilidade micelial das espécies para todos os fungicidas. Na concentracdo 5.0 pg/ml™ ndo
houve diferencga estatistica significativa entre os fungicidas difenoconazole e tebuconazole,
que foram mais eficientes no controle das espécies nesta concentracdo, apresentando uma
média de ICM de 1.58 e 1.49 cm, respectivamente. Estes mesmos fungicidas diferiram
estatisticamente dos fungicidas tiofanato metilico e azoxistrobina+tebuconazole, que por sua
vez ndo diferiram entre si. Na concentracdo 10.0pg/ml™ os fungicidas foram mais
homogéneos no controle das espécies, com exce¢do de azoxistrobina+tebuconazole que foi
menos eficiente na reducdo do ICM (Figura 2).

A interacdo dos trés fatores confirmou o mesmo padrdo observado anteriormente,
onde os menores ICM’s foram encontrados na concentragdo de 10.0 pg/ml™ e os maiores
ICM’s na concentracdo de 0.5 pg/ml™ para todos os fungicidas. Adicionalmente, a resposta de
sensibilidade micelial variou de acordo com o fungicida, a concentracdo e a especie de

Colletotrichum (Tabela 2). A espécie C. siamense apresentou os maiores valores de ICM para
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todos os fungicidas e concentracOes, diferindo significativamente de todas as demais
espécies, exceto de C. orchidophilum e C. tropicale na concentracéo 10.0 pug/ml™ de tiofanato
metilico e C. tropicale nas concentracdes 0.5, 1.0, 50 e 10.0 pg/mli™* em
azoxistrobina+tebuconazole. Apenas na concentracdo 5.0 pg/ml™ de tiofanato metilico, a
espécie C. orchidophilum apresentou ICM maior (3.19 c¢cm) que as demais espécies. Os
menores ICM (1.70 e 1.65 cm) da espécie C. siamense foram induzidos pelos fungicidas
tebuconazole e tiofanato metilico, respectivamente, na concentracio de 10 pg/ml™,

Colletotrichum orchidophilum apresentou valores de ICM menor que as demais
espécies nas concentragdes 0.5 e 1.0 pg/ml™ para os fungicidas difenoconazole e
tebuconazole. O mesmo comportamento foi observado na espécie C. karstii para os fungicidas
azoxistrobina+tebuconazole nas mesmas concentracdes e tiofanato metilico na concentracédo
0.5 pg/ml™. O melhor controle para C. orchidophilum ocorreu a 10.0 pg/ml™ com os
fungicidas tebuconazole e difenoconazole, que induziram a inibi¢cdo total do crescimento
micelial. Ja para C. karstii o melhor controle ocorreu na concentracdo 5.0 e 10.0 pg/ml™ de
tebuconazole e 10.0 pg/ml™ de tiofanato metilico.

Na concentracdo mais efetiva do ingrediente ativo (10.0 pg/ml™) no controle das
espécies de Colletotrichum, os menores valores de ICM para a espécie C. tropicale foram
encontrados nos fungicidas difenoconazole (1.32 cm) e tebuconazole (1.34 cm). Para a
espécie C. fructicola, os menores valores de ICM foram obtidos com
azoxistrobina+tebuconazole (1.39 cm), tebuconazole (1.32 cm) e tiofanato metilico (1.31 cm)
na mesma concentracao e em difenoconazole (1.35 e 1.30 cm) nas concentracdes de 5.0 e 10.0
pg/ml™,

Colletotrichum gloeosporioides obteve menores valores de ICM com difenoconazole
(1.37 cm) na concentracdo de 10.0 ug/ml™, tebuconazole (1.31 e 1.30 cm) e tiofanato metilico
(1.30 cm) nas concentracdes de 5.0 e 10.0 ug/ml™. Nas concentracdes 5.0 e 10.0 pg/ml™ do
fungicida tebuconazole, as espécies nao diferiram entre si estatisticamente, onde apenas C.
siamense diferiu significativamente das demais espécies. O mesmo comportamento foi
observado na concentracdo 5.0 pg/ml™ de azoxistobina+tebuconazole, onde C. siamense e
C.tropicale diferiram das demais espécies, mas nao diferiram entre si.

Todas as espécies foram classificadas como altamente sensiveis (AS) aos fungicidas
difenoconazole e tebuconazole, apresentando EC50 <1 pg/ml™, variando de 0.000 a 0.885
ng/ml™ (Tabela 3). Moderada sensibilidade foi observada nas espécies C orchidophilum e C.
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siamense ao fungicida tiofanato metilico, e em C. tropicale aos fungicidas tiofanato metilico e

azoxistrobina+tebuconazole, com EC50 entre 1,203 e 3,777 ug/ml™.

3.4 DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que as espécies de Colletotrichum
oriundas de orquideas no Nordeste do Brasil exibem diferentes respostas em relacdo a
fungicidas. O fungicida azoxistrobina+tebuconazole seria mais efeciente no controle da
antracnose se 0 agente causal fosse a espécie C. karstii e menos efetivo se a espécie fosse C.
siamense. Este comportamento tem sido observado em estudos realizados com as espécies C.
asianum, C. fioriniae, C. fructicola, C. karstii, C. nymphaeae, C. siamense, C. tropicale e C.
truncatum obtidas de manga e péssego no Brasil e EUA, onde os autores sugerem que a
escolha do fungicida adequado para um controle efetivo da antracnose deve levar em
consideracio a espécie prevalente na area. E importante considerar também a aplicagdo de
fungicidas em mistura, uma vez que, em condi¢bes de campo, mais de uma espécie esta
associada a doenca (Lima et al., 2015; Chen et al., 2016).

Esta variabilidade na sensibilidade pode ser observada até mesmo em isolados
diferentes de uma mesma espécie como relatado por Lopes et al. (2015) e Ferreira et al.
(2009) para a espécie C. gloeosporioides obtida de café (Coffea arabica L.), pera, caqui
(Diospyrus kaki L.), soja (Glycine max (L.) Merr.), iuca (Yucca sp. L.), mandioca (Manihot
esculenta Crantz.), antario (Anthurium andraeanum Linden.), dracena (Dracaena sp. L.), uva
(Vitis vinifera L.) e tomate (Solanum lycopersicum L.) e por Gao et al. (2017) para C.
acutatum obtida de pimenta (Capsicum sp. L.).

Em seu estudo, Lopes et al. (2015) observaram que os isolados de caqui e iuca
foram mais sensiveis aos fungicidas aplicados quando comparados com isolados obtidos de
culturas com maior expressdo econdmica, como a soja. Segundo 0s autores este
comportamento deve-se a menor pressdo de selecdo sobre populagfes resistentes de
Colletotrichum, dado a menor quantidade de moléculas quimicas registradas e de uso para
controle da antracnose nestas culturas. Esta hipdtese parece se aplicar aos isolados de
Colletotrichum obtidos de orquideas, que embora variaram na resposta aos fungicidas foram
considerados alta e moderamente sensiveis pelo célculo da ECsp, provavelmente pelo fato de
terem sido obtidos de colec¢des particulares onde aplicagdes de fungicidas séo escassas ou

nulas.
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Além da sensibilidade das espécies, as caracteristicas dos fungicidas e seu modo de
acao devem ser considerados. De modo geral, os fungicidas sistémicos sdo mais eficientes que
fungicidas protetores, ainda assim devem ser bem selecionados pois apresentam maiores
chances de promover resisténcia devido sua especificidade (Amorim; Rezende; Bergamin
Filho, 2011). Os principais fungicidas sisttmicos utilizados e avaliados no controle da
antracnose em orquideas pertencem aos seguintes grupos: Benzimidazois (tiofanato metilico e
carbendazim); Inibidores da quinona oxidase - Qol (azoxistrobina, fenamidona); Inibidores de
biossintese de esterois (bitertanol, difenoconazole e tebuconazole); Inibidores de oomicetos
(cimoxanil) e Dicarboximidas (iprodione) (Fengli et al., 1990; Meera et al., 2016; Zanger,
2018).

Dentre estes fungicidas, os benzimidazois sdo os que apresentam alto risco de falhas,
enguanto que os triazois apresentam baixo risco (Amorim; Rezende; Bergamin Filho, 2011).
O fungicida tiofanato metilico foi o menos eficiente no controle das espécies de
Colletotrichum neste estudo, principalmente para as espécies C. siamense e C. orchidophilum.
Resultados semelhantes foram relatados por Lopes et al. (2015) para a espécie C.
gloeosporioides, que apresentou valores altos de ICM na presenca de tiofanato metilico, como
também por Tavares; Souza (2005) que indicaram resisténcia cruzada para os isolados desta
mesma espécie devido ao uso continuo dos fungicidas tiofanato metilico e thiabendazol pelos
produtores.

Ja os fungicidas do grupo quimico dos triazois (difeconazole e tebuconazole) foram
os mais eficientes na inibicdo do crescimento micelial in vitro das espécies avaliadas. A
eficiéncia de fungicidas do grupo quimico dos triazois na inibicdo do crescimento micelial in
vitro de Colletotrichum tem sido comprovada em outros estudos: testes com difeconazole
induziram valores de ECsy abaixo de 1 pg/mL para C. acutatum (Gao et al., 2017); o
crescimento micelial de C. gloeosporioides do mamao foi inibido em 100% a partir da
concentragdo 10ppm dos fungicidas propiconazole e tebuconazole, sendo considerados
altamente eficientes no controle desta espécie (Tavares; Souza, 2005); e dentre seis
fungicidas do grupo quimico dos triazdis testados sobre as espécies C. siamense, C.
fructicola, C. fioriniae, C. nymphaeae e C. truncatum obtidas de péssego, os fungicidas
propiconazole e difeconazole apresentaram melhor eficiéncia no controle das mesmas, como
também tebuconazole e metconazole, exceto para C. truncatum (Chen et al., 2016).

A mistura de azoxistrobina+tebuconazole apresentou os maiores valores de ICM para

todas as espécies depois de tiofanato metilico, exceto para espécie C. karstii. Provavelmente,
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esta eficiéncia sobre a espécie C. karstii seja atribuida ao fungicida tebuconazole, que
diferente do observado para as outras espécies testadas, foi mais eficiente que o fungicida
difeconazole. O fungicida azoxistrobina pertence ao grupo quimico das estrobilurinas e desde
seu lancamento no mercado foi amplamente utilizado por apresentar um amplo espectro de
acdo, atuando sobre varios patdgenos, e por seus efeitos positivos na produtividade de
algumas culturas, levando ao surgimento de muitos patdégenos fungicos resitentes. Estudos
evidenciaram que mecanismos bioquimicos e genéticos estdo envolvidos na resisténcia de
fungos a fungicidas inibidores de quinona, como: alteracbes nos mecanismos de respiracdo
dos fungos e a troca de aminoacidos, sendo a mutacdo no sitio G143A do citocromo-b a causa
mais comum de resisténcia (Parreira; Neves; Zambolim, 2009; Amorim; Rezende; Bergamin
Filho, 2011).

Embora uma grande parte dos defensivos consumidos no mundo em diferentes
culturas sejam de produtos formulados em misturas de estrobilurinas com triazois, neste
trabalho a mistura de azoxistrobina+tebuconazole ndo pareceu otimizar a eficiéncia dos
fungicidas contra a maioria das espécies testadas. A baixa eficiéncia de azoxistrobina no
controle de espécis de Colletotrichum foi também demonstrada por Oliveira (2018) e Lima et
al. (2015), onde azoxistrobina apresentou os menores valores de % de inibicdo micelial para a
maioria das espécies, corroborando com nossos resultados e levantando indicios de uma
resisténcia adquirida pelo patogeno para este fungicida. No entanto, C. Kkarstii foi
satisfatoriamente inibido por azoxistrobina no estudo de Oliveira (2018), reforcando a
necessidade de se conhecer as espécies presentes em uma determinada area e suas interagdos
com os fungicidas para auxiliar na tomada de decis&o.

Segundo os resultados de Hu et al. (2015), onde avaliaram a resisténcia de isolados
de C. siamense e C. fructicola obtidos de péssego, morango (Fragaria vesca L.) e mirtilo
(Vaccinium myrtillus L.) para azoxistrobina e tiofanato metilico, C. fructicola foi sensivel a
ambos os fungicidas, enquanto que C. siamense apresentou isolados com diferentes niveis de
resisténcia. Neste trabalho, as espécies C. siamense e C. tropicale apresetaram moderada
sensibilidade a fungicidas. Estas espécies sdo frequentemente relatadas em culturas de
importancia econdmica no nordeste do Brasil (LIMA et al., 2013; SILVA et al., 2017;
SOUSA et al. 2018; VELOSO et al. 2018; VIEIRA et al., 2017), nas quais aplicacOes de
fungicidas séo utilizadas para o controle da antracnose. Isto sugere que a aplicacdo destes
fungicidas em campo esteja favorecendo o estabelecimento de isolados resitentes destas

espécies devido uma constante pressdo de selecéo.
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Ainda sobre a insensibilidade das espécies de Colletorichum a azoxistrobina, estudos
apontam que esta resisténcia se deve pela alteracdo na rota de respiracdo do fungo, uma vez
que apods a adicdo do &cido salicilhidroxamico (SHAM), conhecido como inibidor da enzima
oxidase alternativa, o controle in vitro das espécies torna-se efetivo. Segundo os resultados de
Oliveira (2018), onde avaliou os efeitos de azoxistrobina com e sem adigdo de SHAM sobre
espécies de Colletotrichum de pinha e graiola, os tratamentos com adi¢cdo de SHAM foram
altamente eficientes no controle de todas as espécies testadas. Adicionamelnte, Gao et al.
(2017) ao avaliar o efeito dos fungicidas picoxistrobina, piraclostrobina, azoxistrobina,
difenoconazole, tiofanato metilico e mancozeb no controle de C. acutatum em pimenta,
mostraram que os fungicidas do grupo das estrobilurinas, piraclostrobina e azoxistrobina, com
adicdo de SHAM, foram mais eficientes na inibicdo do crescimento micelial e a germinacéo
de conidios dos isolados, do que os fungicidas do grupo dos triazois.

O uso destes fungicidas em programas de manejo da doenca antracnose em orquideas
podera ser recomendado, porém mais estudos devem ser realizados. Contudo, o presente
estudo aponta para importancia de observar as espécies prevalentes na area, o efeitos dos
fungicidas sobre elas, as alteracGes de sensibilidade dos isolados no campo, a dose do produto
recomendada e a aplicacdo alternada ou em mistura de fungicidas com diferentes modos de
acdo no controle da doenca, sem esquecer do uso de técnicas integradas de manejo para evitar
0 desenvolvimento de resisténcia e garantir um controle mais efetivo (Parreira; Neves;
Zambolim, 2009; Gao et al., 2017).

3.5 CONCLUSOES

Os fungicidas azoxistrobina+ tebuconazole, difenoconazole, tebuconazole e tiofanato
metilico sdo eficientes no controle in vitro das seis especies de Colletotrichum associadas a
antracnose em orquideas.

A sensibilidade micelial de Colletotrichum spp. difere em relacdo ao ingrediente
ativo e suas concentracdes.

Difenoconazole e tebuconazole sdo os fungicidas mais eficientes no controle das
espeécies de Colletotrichum.

As espécies sdo altamente sensiveis a todos os fungicidas, exceto C. siamense, C.
tropicale e C. orchidophilum que sdo moderadamente sensiveis ao fungicida tiofanato

metilico e C. tropicale ao fungicida Azoxistrobina+Tebuconazole.
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Tabela 1. Isolados de Colletotrichum obtidos de orquideas no Nordeste do Brasil.

Cédigo do isolado

Espécies

Localizacdo

COUFAL0223
COUFALO0209
COUFALO0205
COUFALO0217
COUFAL0225
COUFALO0215
COUFALO0213
COUFALO0220
COUFALO0221
COUFALO0219

Colletotrichum siamense
C. siamense
Colletotrichum tropicale
C. tropicale
Colletotrichum fructicola
C. fructicola
Colletotrichum gloeosporioides
Colletotrichum karstii
C. karstii
Colletotrichum orchidophilum

Bezerros — PE
Maceié — AL
Maceié — AL
Maceié — AL
Maceié — AL
Maceié — AL
Macei6 — AL

Paulo Afonso — BA

Macei6é — AL
Macei6é — AL
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1309
1310
1311
1312
1313
1314
1315
1316
1317

1318

1319
1320

1321
1322
1323
1324
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Figura 1. Relacdo de interagdo entre os fungicidas azoxistrobina+tebuconazole, difenoconazole, tebuconazole e tiofanato metilico sobre as espécies de Colletotrichum

associadas a orquideas.
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Meédias seguidas pelas letras minUsculas iguais ndo diferem entre si para as diferentes espécies de Colletotrichum sob um mesmo fungicida, e letras mailsculas iguais nao

diferem entre si para a mesma espécie de Colletotrichum sob os diferentes fungicidas pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 2. Relacéo de interagdo entre os fungicidas azoxistrobina+tebuconazole, difenoconazole, tebuconazole e tiofanato metilico e as concentracdes testadas.
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Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 2. Efeitos das diferentes concentracdes dos fungicidas azoxistrobina+tebuconazole, difenoconazole, tebuconazole e tiofanato metilico sobre o indice de crescimento
micelial (cm) das espécies de Colletotrichum obtidas de orquideas.

Azoxistrobina+Tebuconazole

Difenoconazole

Especies 05pug/mL™  1.0pg/mL™  5.0pg/mL* 100 pg/mL™  0.5pg/mLt 1.0 ug/mL?  5.0ug/mLt  10.0 pg/mL™
C. siamense 4.40a 3.71a 2.53a 1.99a 3.50a 2.96a 2.07a 1.8l1a
C. tropicale 4.21a 3.63a 2.35a 1.80ab 2.54bc 2.16b 1.54bc 1.32bc
C. fructicola 3.13c 2.37c 1.50b 1.39¢ 2.40cd 1.99bc 1.35¢c 1.30c
C. gloeosporioides 3.24c 2.48c 1.79b 1.58bc 2.22d 1.74cd 1.43c 1.37bc
C. karstii 2.51d 2.02d 1.62b 1.37c 2.79b 2.19b 1.74b 1.61ab
C. orchidophilum 3.78b 3.09b 1.57b 1.34c 1.85e 1.55d 1.35¢c 1.30c

. Tebuconazole Tiofanato Metilico

Espécies 05pug/mL*  1.0pg/mL*  5.0pg/mL?  10.0pg/mL*  05pg/mL*  1.0pg/mL? 5.0 pg/mLt  10.0 pg/mLt
C. siamense 4.42a 3.74a 2.04a 1.70a 7.29a 6.18a 2.21b 1.65a
C. tropicale 3.52b 2.61b 1.52b 1.34b 4.84c 3.59¢c 1.58cd 1.50ab
C. fructicola 2.64c 1.99c 1.44b 1.32b 4.95¢c 2.02e 1.68c 1.31b
C. gloeosporioides 2.85¢C 2.15¢c 1.31b 1.30b 4.72c 2.53d 1.30d 1.30b
C. karstii 2.29d 1.94c 1.30b 1.30b 3.73d 2.80d 1.43cd 1.31b
C. orchidophilum 1.79% 1.54d 1.33b 1.30b 6.13b 5.46b 3.19a 1.55ab
CV% 7.01

Médias seguidas das mesmas letras na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.



1361  Tabela 3. Classificacdo da sensibilidade das espécies de Colletotrichum em relagdo aos fungicidas baseada nos valores da ECx.
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Espécies - - - ECso (pg/ml') - — Sensibilidade
Azoxistrobina+Tebuconazole Difenoconazole Tebuconazole Tiofanato Metilico

C. siamense 0.885 0.217 0.855 2.800* AS/MS*

C. tropicale 1.203* 0.041 0.393 1.301* AS/MS*

C. fructicola 0.079 0.005 0.013 0.479 AS

C. gloeosporioides 0.148 0.001 0.070 0.694 AS

C. karstii 0.023 0.052 0.014 0.549 AS

C. orchidophilum 0.816 0.002 0.000 3.777* AS/MS*

1362  Classificacéio em funcéo da EC50, onde EC50 <1ug/ml™: alta sensibilidade (AS); EC50= 1-10pg/ml™: moderada sensibilidade (MS); EC50= >10-50ug/ml™: baixa

1363 sensibilidade (BS); EC50= >50mg/ mlI™: insensibilidade (IS).



