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RESUMO

As anonaceas possuem grande importancia econdmica no Brasil ¢ no mundo, entre as
principais espécies estd a pinha (4nnona squamosa L.) e graviola (Annona muricata L.).
Essas frutiferas estdo sujeitas a varios tipos de doencas, sendo a principal delas a antracnose,
que tem como agente causal, espécies do género Colletotrichum, causando perdas
significativas de até 70% da produgdo. O objetivo deste trabalho foi avaliar a sensibilidade in
vitro de cinco espécies de Colletotrichum a cinco fungicidas de diferentes principios ativos e
as misturas de azoxistrobina + difenoconazole ¢ azoxistrobina + SHAM, bem como avaliar a
germinagdo de esporos das espécies de Colletotrichum e também a influéncia dos periodos de
permanéncia em camera umida sobre a severidade da antracnose em pinha e graviola.
Isolados de espécies de Colletotrichum foram cultivados em meio BDA sintético contendo os
fungicidas (azoxistrobina, difenoconazole, tebuconazole, tiofanato metilico, oxicloreto de
cobre e azoxistrobina + difenoconazole) nas seguintes concentragdes 0.0; 0.1; 0.5; 1; 5 e 10
png de i.a. ml™" e azoxistrobina (10mg/ml™") + SHAM, incubados em BOD a 25 °C no escuro.
As avaliagoes foram realizadas durante sete dias mediante a mensuracdo do crescimento
micelial. O teste de inibicdo da germinacdo de conidios foi realizado com a diluicdo dos
fungicidas em 4gua destilada esterilizada (ADE), obtendo-se as concentracdes de 0,1; 0,5; 1;
5; 10 pg ml" dos fungicidas e concentragio conidial de 2 x 10° ml™. Foram utilizados dois
periodos de permanéncia em camara umida (2 e 5 dias) em folhas de pinheira e gravioleira,
nas temperaturas de 20, 25 ¢ 30 °C. De acordo com os resultados, foi possivel observar que os
fungicidas difenoconazole, tebuconazole, tiofanato metilico ¢ azoxistrobina + difenoconazole
apresentaram melhores desempenhos no controle in vitro com valores de EDsg entre 0,1 a 0,75
mg/ml e inibigdo da germinacdo dos conidios das espécies de Colletotrichum, ja o oxicloreto
de cobre ndo conseguiu controlar satisfatoriamente. O fungicida azoxistrobina associado ao
acido salicilhidroxamico (SHAM) inibiu totalmente o crescimento micelial das espécies de
Colletotrichum. A temperatura de 25 °C e o periodo de permanéncia de 5 dias favoreceu o
aparecimento de sintomas de antracnose em folhas de pinha (4nnona squamosa 1.) e graviola
(Annona muricata L.).

Palavras chave: Annona, acido salicilhidroxamico, umidade.



ABSTRACT

Anonaceas have great economic importance in Brazil and in the world, among the main
species is the pine (4dnnona squamosa L.) and graviola (Annona muricata L.). These fruits are
subject to several types of diseases, the main one being the anthracnose, which has as causal
agent, species of the genus Colletotrichum, causing significant losses of up to 70% of the
production. The objective of this work was to evaluate the in vitro sensitivity of five species
of Colletotrichum to five fungicides of different actives principles and the mixtures of
azoxystrobin + difenoconazole and azoxystrobin + SHAM, as well as to evaluate the spore
germination of Colletotrichum species and also the influence of periods of wet camera stay on
the severity of anthracnose in pineapple and graviola. Isolates from Colletotrichum species
were grown in synthetic BDA medium containing the fungicides (azoxystrobin,
difenoconazole, tebuconazole, methyl thiophanate, copper oxychloride and azoxystrobin +
difenoconazole) in the following 0,0 concentrations; 0,1; 0,5; 1; 5 and 10 pg of i.a. ml”! and
azoxystrobin (10mg / ml™") + SHAM, incubated in BOD at 25 °C in the dark. The evaluations
were carried out for seven days by measuring mycelial growth. The inhibition test of conidia
germination was carried out with the dilution of fungicides in sterile distilled water (ADE),
obtaining concentrations of 0,1; 0,5; 1; 5; 10 pg ml! of the fungicides and conidial
concentration of 2x10° mI™. Two periods of stay in humid chamber (2 and 5 days) were used
in pines and soursop leaves, at temperatures of 20, 25 and 30 °C. According to the results, it
was possible to observe that the fungicides difenoconazole, tebuconazole, methyl thiophanate
and azoxystrobin + difenoconazole showed better performance in the in vitro control with
EDsy values between 0,1 and 0,75 mg / ml and inhibition of conidial germination of
Colletotrichum species, copper oxychloride was not satisfactorily controlled.

. The fungicide azoxystrobin associated with salicylhydroxamic acid (SHAM) totally
inhibited the mycelial growth of Colletotrichum species. The temperature of 25°C and the
period of stay of 5 days favored the appearance of anthracnose symptoms in leaves of
pineapple (Annona squamosa L.) and graviola (Annona muricata L).

Keywords: Annona, salicylhydroxamic acid, moisture.
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1. INTRODUCAO GERAL

As anonaceas compdem um grupo de plantas que t€m se destacado em varias partes do
mundo, principalmente por produzirem frutos de grande interesse comercial. Entre os mais
destacados membros desta familia, estdo a graviola (Adnnona muricata L.), pinha (Annona
squamosa L.), fruta condessa (Annona reticulate L.), cherimoia (Annona cherimoia, Mill.) e a
atemoia (hibrido A. squamosa L. x A. cherimoia L.) (LEMOS, 2014). As espécies de
anondceas tém despertado grande interesse no mercado internacional de frutas in natura e
processadas, bem como na produgdo de biocompostos de importincia medicinal, alelopatica
ou praguicida e em diversos setores industriais (INOUE et al., 2009; LEMOS, 2014; SILVA
et al., 2015).

Entre as anondceas tropicais, a pinheira e a gravioleira sdo as mais conhecidas e a de
maior importancia econdmica devido aos frutos serem aromaticos, agucarados e levemente
acidos. O teor de solidos soltveis totais na pinheira pode ultrapassar 20° Brix, enquanto a
elevada producdo de acucares, em especial de frutose, supera a de sacarose e determina o
sabor acentuadamente doce dos frutos (ARAUJO, 2003). A graviola esta incluida no rol das
frutas tropicais brasileiras de maior aceitacdo comercial no mercado nacional, gracas a
crescente demanda e interesse pela polpa, por parte do consumidor e das industrias que
utilizam o fruto como matéria-prima destinada ao processamento de sucos, doces, licores,
frutas cristalizadas entre outros, sendo estas as formas mais comuns de consumo no nordeste
brasileiro (RAMOS et al.,, 2001; MANICA et al.,, 2003; LOPEZ, 2005).

A expansdo do cultivo de graviola enfrenta algumas limita¢cdes de ordem agrondmica
em virtude da escassez de informagdes técnicas sobre os tratos culturais. De modo geral, o
nivel tecnologico adotado pela maioria dos produtores de graviola no Brasil ¢ relativamente
baixo em decorréncia de entraves na difusdo de tecnologias adequadas, como irrigagdo,
adubacdo, poda, polinizacdo artificial, protecdo dos frutos e manejo de pragas,
comprometendo a produtividade e a qualidade dos frutos (SILVA et al., 2012).

No Brasil, a pinheira e a gravioleira ocorrem em todas as regides, porém na regido
Nordeste encontrou condigdes excepcionais de adaptacdo podendo ser cultivada em condigdes
de sequeiro ou sob irrigagdo (OLIVEIRA et al., 2005), sendo o maior produtor brasileiro
dessas culturaso estado da Bahia (LEMOS, 2014). No entanto, estas culturas estdo sujeitas as
varias doencas, sendo a antracnose aquela que causa os maiores prejuizos, tendo com agente

causal espécies do género Colletotrichum (AMORIM, 2011).
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As espécies de Colletotrichum incidem sobre folhas, ramos e frutos, em diversas fases
do desenvolvimento, ocasionando manchas escuras que podem coalescer. Além de reduzir a
produtividade e desqualificar comercialmente as frutas, provoca ferimentos ou lesdes que
favorecem a infestacdo de fungos oportunistas e insetos pragas (JUNQUEIRA, JUNQUEIRA,
2014). O patdgeno cresce satisfatoriamente na faixa de 20-30 °C (ZAUZA, ALFENAS,
MAFIA, 2007).

A busca de tecnologias para o aumento da producdo de alimentos torna-se necessario,
devido ao aumento da populacdo mundial. Tais tecnologias visam combater alguns fatores
que sdo limitantes a producdo agricola, como é o caso de doencas, pragas e plantas
espontaneas. Para o combate a doencas, os produtos quimicos ¢ a tecnologia mais usada nos
plantios comerciais (GHINI, KIMATTI, 2000).

Devido a inexisténcia de fungicidas registrados para as anonaceas vem sendo utilizado
atualmente fungicidas que apresentam eficiéncia no controle da antracnose em diversas outras
culturas (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 2014). Varios autores vém utilizando fungicidas do
grupo dos benzimidazois, estrobilurinas e triazois no controle da antracnose em anonaceas, na
cultura do pimentdo (TORRES-CALZADA et al., 2015; AZEVEDO et al, 2006), milho
(BRITO et al, 2012) e manga (JUNIOR et al., 2003).

Visando direcionar o melhor manejo no controle da antracnose em anonaceas devido a
detecgdo de espécies de Colletotrichum resistentes a fungicidas, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a sensibilidade in vitro de cinco espécies de Colletotrichum a cinco fungicidas de
diferentes principios ativos e as misturas de azoxistrobina + difenoconazole e azoxistrobina +
SHAM, bem como avaliar a germinagao de esporos das espécies de Colletotrichum e também
a influéncia dos periodos de permanéncia em cdmera imida sobre a severidade da antracnose

em pinha e graviola.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Anonaceas

As anonaceas pertencem a ordem Magnoliales da familia Annonaceae, sendo o maior
grupo das angiospermas, constituida por 120 géneros, e aproximadamente 230 espécies, € a
maioria ¢ originaria de regides tropicais e subtropicais no mundo. No Brasil, estdo registrados
29 géneros, onde 260 espécies possuem importancia economica (SOBRINHO, 2010).

Os géneros mais importantes sdo: Annona, Rolliniae, Alberonoa. No género Rollinia,
tem-se Rollinia silvatica (araticum-do-mato), Rollinia mucosa (biribd), Rollinia escalbida
(araticum ou quaresma) e no género Alberonoa, Alberonoa purpuracea (marolo) e a
Alberonoa lanceolata (pindaiba) (MANICA, 1994). No género Annona, as principais espécies
cultivadas para comercializacdo, sdo a graviola (4nnona muricata L.), pinha, ata ou fruta do
conde (Annona squamosa L.), fruta condessa (Annona reticulata L.), cherimoia (Annona
cherimoia, Mill.) e a atemoia (hibrido 4. cherimoia, Mill. e 4. squamosa L.), muito utilizadas
na industria de suco e polpa e para o consumo in natura (SOBRINHO, 2010).

As espécies do género Annona sao classificadas como arvores lenhosas de porte
arbustivo, variando de 5 a 11 m com raizes abundantes. Sdo plantas alogamas com flores
hermafroditas apresentando dicogamia protoginica. Sua polinizacdo ¢ de forma natural, mas
também realizada por insetos. Seus frutos sdo apocarpicos baciformes, em forma de baga e
carnosos em algumas espécies, em outros sdo uteis como plantas ornamentais (LEON, 1987).
Segundo Hérnandez (1993), os frutos das anonaceas apresentam caracteristicas comuns, sao
diferentes em relacdo a sua forma, tamanho, cor extensa, cor interna e numero de sementes.

Uma caracteristica marcante dos individuos do género Annona ¢ que sempre se
apresentam com cascas aromaticas, folhas alternas, inteiras e simples de nervacdo pinada. As
folhas ndo t€m estipulas, mas tem ramificagdes disticas, dispostas em duas fileiras sempre
dispostas em um mesmo plano. As flores estdo inseridas axilarmente, nascem algumas vezes
das cicatrizes foliares na madeira mais antiga e outras vezes a partir de um broto novo de
folha (ARAUIJO, 2017).

O género Annona possui uma grande variabilidade genética, ndo apenas pela grande
quantidade existente de espécies, mas pela diversidade que existe dentro de cada espécie.
Além da variabilidade existente nos centros de diversidade genética e bancos de

germoplasma, as espécies mais importantes encontram-se distribuidas em diversas regiodes
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tropicais e subtropicais, e vem passando pelo processo evolutivo e domesticagcdo ao longo do
tempo (FERREIRA, 1997).

As anonaceas mais importantes economicamente sdo propagadas por sementes e
preferencialmente por enxertia, devido a uma melhor homogeneidade das espécies
(MANICA, 2003). Estudos com varias espécies de annona comprovam que as acetogeninas
presentes em partes da planta, como na folha, frutos, caule, raizes e sementes tem
propriedades medicinais, principalmente como antiparasiticos, antitumorais, antidiabeticos,
antiinflamatorio e também muito eficiente no controle de insetos praga (KRINSKI et. al.,
2014; RIBEIRO et. al., 2014).

2.1.1 Pinha (Annona squamosa L.)

A pinha também chamada de ata ou fruta-do-conde tem origem na América tropical,
na Ilha de Trindade e nas Antilhas, foi introduzida no Brasil em 1926 pelo Conde de Miranda
no Estado da Bahia, onde o clima do Nordeste favoreceu o desenvolvimento dessa frutifera
(KAVATI, 1992).

Os principais paises produtores sdo india, Brasil, Tailandia, Filipinas e Cuba. No
Brasil, o estado que possui maior destaque na producao da pinha é a Bahia (Presidente Dutra,
Anagg, Caraibas) e em Minas Gerais, no municipio de Jaiba. Outros estados produtores sao
Alagoas, Pernambuco, S3o Paulo e Minas Gerais (SAO JOSE et al., 2014). Os produtores
despertaram um grande interesse pelo cultivo da pinha devido a facil adaptacdo
edafoclimatica e o elevado prego que suas frutas alcangcam (OLIVEIRA et al., 2006).

A pinha ¢ uma planta considerada de pequeno porte, apresentando 4 a 6 m de altura,
sendo bastante ramificada. Apresentam folhas lanceoladas, deciduas, de coloragdo verde
brilhante na parte superior e coloracdo verde azulada na parte inferior das folhas. Suas flores
sao hermafroditas, isoladas ou em grupos de dois a quatro, surgindo na maioria em ramos de
crescimento anual. As folhas sdo formadas por trés pétalas e trés sépalas (MANICA, 2003).

Os frutos sdo considerados sincarpos, arredondado, esférico e ovdide. A casca possui
coloragdo amarelo esverdeada com textura rugosa, apresentando coloracdo da polpa branca a
creme, com grande quantidade de sementes. O peso médio de seus frutos ¢ entre 200 a 400g,
sendo que a maior parte ¢ da polpa (52,5%), casca (38,2%) e nas sementes (7,6%) (FILHO et
al., 1998). A época de maior producdo da pinha acontece entre os meses de janeiro e margo

(AMORIM, 2009).
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A pinha ¢ fonte de vitaminas B1, B2, B5 e C, proteinas e sais minerais, como o calcio,
ferro e fosforo. Seus frutos sdo consumidos in natura, na forma de doces, sucos, cremes,
sorvetes, musses, etc (KIMATI, 1997). Também sdo recomendados para pessoas que possuem
anemia, desnutridas e com deficiéncia intelectual. Na medicina popular sua utilizagdo serve
para o tratamento de caimbras, convulsdes e tonico para fortalecer o intestino e o estomago ¢
também para evitar a desnutricdo (GRENME, 2017).

A pinheira possui algumas sele¢des, dentre eles estdo a [IPA-18.2, IPA-17-2 e IPA-17-
3 desenvolvidas por Carvalho et al., (2000). A variedade Brazilian Seedlss foi a unica
desenvolvida no Brasil, mas o seu plantio ndo foi promissor devido a irregularidade de seus
frutos e por apresentarem problemas fitossanitarios (PEREIRA, 2011). No entanto, ndo existe
cultivares de pinheira definidos, mas os produtores utilizam a tradicional cv “Crioula”, que ¢
cultivada desde o século XVII na Bahia, introduzida pelo Conde de Miranda (LEMOS, 2005).
Em Alagoas no municipio de Palmeira dos Indios tem utilizado uma planta mutante, com
caracteristicas fisiologicas diferentes da cv. Crioula e tem sido denominada com cv
“Verdinha”, por ter como principal caracteristica a coloracdo verde de suas folhas e frutos.
Essa cultivar vem sido clonada pela Universidade Federal de Alagoas desde o ano 2000

(LEMOS, 2010).

2.1.2 Graviola (Annona muricata L.)

A gravioleira também chamada de anona-de-espinho, jaca-de-pobre, jaca-do-para,
araticum-manso, araticum-grande, coragdo-de-rainha, ¢ uma planta originaria da América
Central e do Norte da América do Sul, sendo disseminada por toda faixa equatorial do mundo
(CORREA, 1931).

No Brasil, foi introduzida no século XVI pelos portugueses e atualmente esta
amplamente cultivada nos Estados de Alagoas, Ceard, Paraiba, Pernambuco, Pard e Minas
Gerais (LIMA, 2004), principalmente na regido nordeste, tendo a Bahia como principal
produtor com mais de 1.300 ha de area plantada (VILASBOAS, 2012).

A gravioleira ¢ uma planta de pequeno porte, apresentando altura de 3,5 a 8 m, copa
pequena, com folhas inteiras, ovaladas, oblongas ou elipticas, coridceas, duras, de peciolos
curtos e coloragdo verde escura brilhante. As flores quando estdo no estadio de capulho possui
formato subgloboso ou piramidal, s3o hermafroditas e possuem coloragdo verde escura,
quando estdo em fase de crescimento e coloracdo verde clara e perto da antese (MANICA,

2003).
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O fruto ¢ uma baga composta, frutos multiplos ou sincarpo, carnoso pesando cerca de
1 kg até 10 kg, com formato elipsoidal ou ovoide (MANICA, 1997). O formato varia em
funcao dos 6vulos que ndo foram fecundados. A casca € de cor verde-escura, quando os frutos
estdo imaturos, e verde-clara, quando no ponto de colheita, possui espiculas carnosas moles e
recurvadas (PINTO, SILVA, 1994).

A polpa apresenta coloragdo branca, formando gomos, sucosa, agridoce, de cheiro e
sabor muito agradaveis, contendo proteinas, gorduras, carboidratos, calcio, fosforo, ferro e
vitaminas A, B, B1 e C. E utilizado geralmente na produgio de sucos naturais ou para o
processamento industrial, na produg@o de refrescos, sucos concentrados, polpas congeladas,
néctares, sorvetes, geleias, cremes e bebidas lacteas (MANICA et al., 2003; LOPEZ, 2005;
CUIDAR,2016). Quando consumida ao natural, a graviola ¢ de dificil digestdo, devido a alta
porcentagem de celulose (1,8%) (ABPA, 2007, LOPEZ, 2005). Possui até 490 sementes, as
quais sdo obovoides, aplainadas, medem de 17 a 20 mm de comprimento e pesam de 0,57 a
0,61g, com a testa dura e de cor marrom-escura brilhante (SACRAMENTO et al., 2009).

As cultivares existentes de graviola sdo a Nordestina ou Crioula e a Morada. A
cultivar Nordestina possui frutos condiformes pesando em torno de 1,5 a 3,0 kg, apresentando
polpa mole e doce. J4 a cultivar Morada apresenta frutos grandes, pesando em torno de 3,0 a
10 kg, possui forma redonda e condiforme, com polpa firme, sabor subacido a acido (IPA,

2016).

2.2 Importancia econémica de pinha e graviola

Os principais paises produtores de anonaceas sdao México, Brasil, Australia,
Venezuela, Chile, Peru e Filipinas (PEREIRA, 2011). O Brasil vem se destacando no
mercado internacional como pais produtor, consumidor e exportador de frutas nativas e
principalmente tropicais. Dentre as frutas tropicais, estd a pinha e a graviola, que s3o as mais
populares dentre as anonaceas na maioria dos Estados (LEMOS, 2014). Essas espécies
comercializadas produzem frutos aromaticos de sabor doce agradavel e pouco A&cido,
entretanto, esses frutos possuem limitacdes para a exportacdo, devido ao rapido
amadurecimento, tornando muito macios, sendo dificeis de manusear sem danos e
conservagdo bastante reduzida (MOSCA et al. 2006).

Segundo Watanabe et al., (2014), a analise do comportamento no mercado das
principais anondceas: graviola (4. muricata) e pinha (4. squamosa) ¢é relevante na tomada de

decisdo dos produtores e comerciantes. De acordo com dados do IBGE (2009), o nordeste do
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Brasil tem bastante destaque na produgdo de pinha com 94% de éarea plantada. A maior
producdo concentra-se no Estado da Bahia, com area total de mais de 3.500ha cultivados e
producdo de 20,8 mil toneladas.

Em 2008, foi criado o APL Fruticultura Pinha na regido do Agreste em Alagoas. No
APL, estdo cadastradas 90 familias produtoras distribuidas nos municipios de Estrela de
Alagoas, Igaci e Palmeira dos Indios, com o objetivo de ampliar e conquistar novos mercados
para a producdo da fruta em Alagoas. Esses trés municipios correspondem a 90% de produgdo
da pinha no estado de Alagoas, que cada vez mais estdo intensificando sua produtividade,

para distribui¢do em diversas regides e estados (AGROLINK, 2017).

2.3 Antracnose em pinha e graviola

A antracnose ou “podridao-negra-dos-frutos” ¢ considerada a doenga mais importante
das anonaceas, chegando a provocar de 53 a 70 % de perdas de frutos quando ocorrem chuvas
prolongadas durante a floracdo e formacdo de frutos. Incide preferencialmente nos tecidos
jovens de folhas, ramos, flores e frutos (JUNQUEIRA, JUNQUEIRA, 2014).

A doenca ¢é causada por espécies do género Colletotrichum, sendo a fase de
germinagdo do patogeno responsavel pelos processos infecciosos e consequente
desenvolvimento dos sintomas da antracnose em anonaceas e em outras culturas hospedeiras
de importancia agricola (FREIRE, CARDOSO, 1997).

Os sintomas de antracnose na pinheira sdo caracterizados, nas folhas, por manchas de
coloragdo pardo-escura ou preta, com o centro mais claro, de contorno irregular, distribuidas
por todo o limbo foliar. As folhas ficam deformadas e, em ataques mais severos, ocorre
desfolhamento. As lesdes, inicialmente, sdo pequenas, mas, com o passar do tempo, podem
atingir mais de um centimetro de didmetro. Nos ramos, sdo encontradas lesdes alongadas,
deprimidas, que podem provocar a morte das ponteiras. Nas flores, aparecem manchas
circulares, de coloracdo castanho-escura, que impedem o vingamento e provocam quedas
expressivas (JUNQUEIRA, JUNQUEIRA, 2014).

Os frutos podem ser atacados em qualquer estadio de desenvolvimento. Nos frutos
jovens, ocorre escurecimento de toda a sua superficie, queda e mumificacdo. Em frutos
desenvolvidos, que estdo iniciando o seu amadurecimento, ou nos maduros, causa uma
podridao escura de rapida evolucdo, inutilizando o fruto para o consumo ou para sua co-

mercializagao (JUNQUEIRA et al., 2003).
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Na gravioleira o ataque da antracnose ocorre nas folhas, brotacdes novas, flores e frutos
de qualquer idade, causando a morte de ramos, enxertos, queda de frutos e flores. Os sintomas
caracterizam-se pela morte das brotagdes novas ou ramos ponteiros e pela formacdo de lesoes
necroticas escuras e irregulares nas folhas e nas brotacdes novas. Quando as condicdes
climaticas sdo muito favoraveis, o fungo pode atacar os botdes florais, frutos de qualquer
idade e até causar a morte de ramos ponteiros. Quando ataca frutos novos, estes se tornam
escuros, mumificados e permanecem na planta por algum tempo. Em mudas enxertadas, o
patdgeno pode atacar o ponto de ligacdo enxerto/porta- enxerto, reduzindo drasticamente a
taxa de pegamento da enxertia ou provocando a morte dos enxertos (JUNQUEIRA,
JUNQUEIRA, 2014).

A infecgdo ¢ favorecida por temperaturas de 25 °C, que ¢ a ideal ao desenvolvimento do
apressorio, € um periodo de 12 a 18 horas de umidade, promovido por chuvas de final de tarde
ou orvalho noturno. As condigdes climaticas ideais para o desenvolvimento da doenca
ocorrem com umidade acima de 95%, presenca de agua livre (ROBERTS et al., 2012;
TAVARES, SOUZA, 2005; LOPEZ, 2005). Os efeitos da temperatura em relacdo ao diametro
das lesdes desenvolvidas pelo hospedeiro podem variar com meio de cultura e o estadio de
desenvolvimento dos organismos (ZAUZA et al., 2007).

A disseminacdo da doenca ocorre pela dgua, vento, animais, ferramentas e utensilios
agricolas que carregam esporos e micélios presentes no solo, em restos de cultura, em ramos
secos, em peciolos e folhas velhas até o hospedeiro (TAVARES, SOUZA, 2005; PUTZKE, J.,
PUTZKE, 2002). O fungo consegue sobreviver em frutos infectados ou mumificados por mais
de dois anos (FERRARI et al., 2011).As mudas, também, podem atuar como inoculo primario
contribuindo para a introducdo da doenca em novas areas, visto que ¢ dificil a identificagdo de
sintomas nesta fase (KOSOSKI et al., 2001). Sementes contaminadas também constituem um
importante meio de disseminagio da doenga (GUIMARAES, 2011).

A disseminagdo do patogeno pode ser rapida quando ndo ¢ feito um controle efetivo da
doenca através da aplicacdo preventiva de fungicidas e remogdo de folhas, flores e frutos
doentes, visando reduzir o potencial de inoculo dentro da cultura.

O vento e respingos de chuva sdo muito eficientes na dispersdo de esporos a partir de
orgdos infectados da planta dentro da cultura (FERRARI et al.,, 2011; COLATTO, 2010).

No Brasil, a espécie Colletotrichum gloeosporioides (Penz) foi relatada como
responsavel por causar antracnose em plantas de anonaceas (FREIRE, CARDOSO 1997),
assim como em outros paises da América do Sul, onde ha plantacdes comerciais de espécies

da mesma familia (FREIRE, CARDOSO, 1997; ALVAREZ et al., 2004). Segundo
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Villanueva-Arce et al.,(2005; 2008), foram encontrados isolados de C. fragariae e C.
gloeosporioides em frutos de cherimdia em plantagdes no México. Na Colombia, C. acutatum
foi isolado de frutos de Annona muricata (ALVAREZ et al., 2004) ¢ em Alagoas foram
identificadas por Costa (2014), cinco espécies de Colletotrichum causando antracnose em
folhas de graviola (4. muricata) e pinha (4. squamosa), identificadas como: C. tropicale, C.
karstii, C. siamense, C. theobromicola e C. fructicola. Sendo C. fructicola relatada pela

primeira vez no Brasil em folhas de pinheira e gravioleira (COSTA et al., 2017).

2.4 Controle quimico da antracnose em pinha e graviola

O controle quimico de doengas de plantas ¢ uma medida bastante utilizada, eficaz e
necessaria quando se tem cultivares susceptiveis, e também quando existem condi¢des
favoraveis ao rapido desenvolvimento do patégeno no campo. Apesar das restricdes impostas
ao uso de fungicidas no controle de doengas pelos programas de producdo integrada de frutas,
nenhum outro método de controle consegue satisfazer consistentemente o mesmo nivel de
prevencao desses produtos, assim os fungicidas vém sendo muito utilizados durante e apds a
colheita (ANDRIGUETO, KOSOSKI, 2003; TRIPATHI, DUBEY, 2004).

Entretanto, o controle quimico nao deve ser considerado como uUnica alternativa de
controle das doencas de plantas, existem também outros tipos de controle que vem sendo
utilizado em anonaceas, que consiste na realizacdo de podas periddicas, retirada de todos os
galhos secos e frutos mumificados das plantas que se encontram no chdo da area de plantio,
queima-los ou enterra-los, visando diminuir a fonte de indculo do fungo (CORDEIRO et al.,
2000).

Com a inexisténcia de fungicidas registrados para cultura da pinheira e gravioleira,
vem sendo utilizado atualmente fungicidas que apresentam certa eficiéncia no controle da
antracnose em diversas outras culturas. Em pinheira, recomenda-se realizar pulverizacdes
preventivas intercaladas com fungicidas a base de oxicloreto de cobre (2g/L) intercalando
com Manconzeb (2g/L) em intervalos de sete dias durante periodos de chuva, e quando
necessario entre 20 ou 30 dias nos periodos de seca. Também existem outros fungicidas
considerados eficientes, que sdo do grupo dos benzimidazdis, triazoéis e estrobilurinas, porém,
nao estdo registrados junto ao Ministério da Agricultura para uso em anonaceas
(JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 2014).

Na gravioleira sdo feitas aplica¢des de oxicloreto de cobre a 0,15% (JUNQUEIRA et

al.,, 1996), intercalando com tebuconazole, difenoconazole ou estrobilurinas, em intervalos de



19

7 a 10 dias, durante o periodo chuvoso, e de 15 a 20 dias durante o periodo seco. A primeira
aplicacdo deve ser realizada apds o florescimento. Aplicagdes com mancozeb a 0,24% e
tiofanato metilico a 0,14% também controlam bem a doenca (LOPEZ, 1997; JUNQUEIRA et
al., 2003; JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 2014).

2.4.1. Azoxistrobina

A azoxistrobina (Cy;H;7N305) é um fungicida do grupo quimico das estrobilurinas, da
classe dos sistémicos ¢ de contato, medianamente toxico, possui mobilidade mesosistémica,
tendo afinidade pela superficie foliar, que pode ser absorvida pela camada de cera, formando
um reservatorio na superficie do orgdo suscetivel ao patdégeno. Este fungicida possui
caracteristicas lipofilicas, cujos reservatorios se aderem fortemente a camada de cera da
cuticula, apresentando maior resisténcia a remog¢do das gotas de chuva ou irriga¢do, sendo
melhor absorvido que os protetores e tem como nome comercial Amistar 500 WG (REIS;
BRESOLIN, 2007).

O grupo das estrobilurinas relativamente recente vem sendo testado no controle de
diversas doencas de plantas incluindo doencas de pds-colheita (OLIVEIRA et al, 2006). Estes
compostos fazem parte do grupo dos inibidores de quinona oxidase (Qol), cuja toxicidade
advém da inibicdo da cadeia respiratoria ao nivel do Complexo III, impedindo a cadeia
bioquimica de transferéncia de elétrons no sitio da mitocondria, interferindo na respiracao do
patdogeno (GHINI, KIMATI, 2000; AVILA-ADAME et al., 2003; VINCELLI, 2002). No
entanto, foi observado um mecanismo de respiragdo alternativo de isolados flingicos a
estrobilurinas. Esse relato indica a existéncia do potencial genético e bioquimico para o
desenvolvimento de uma rota alternativa de fungos a fungicidas inibidores de quinona
(MARKOGLOU et al., 2006).Varios autores utilizaram a azoxistrobina de forma eficiente no
controle da antracnose em culturas como: pimentdo (AZEVEDO et al, 2006), milho (BRITO
et al, 2012) e manga (JUNIOR et al, 2003).

2.4.2 Difenoconazole
O difenoconazole (C;9H;7C;2N303) ¢ um fungicida do grupo quimico dos tridzois, da

classe dos sistémicos, extremamente toxico, com acdo preventiva e curativa agindo também

como antiesporulante dos fungos, evitando também a penetragdo dos haustorios(SCORE-
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ADAPAR; SYNGENTA, 2016). Seu modo de agdo ¢ interferindo a biossintese de esterdis na
membrana celular (SYNGENTA, 2016).

Tem como nome comercial Score® Ec, registrado pelo Ministério da agricultura no
controle de doengas em culturas, tais como: abacate (Sphaceloma perseae; Colletotrichum
gloeosporioides), abobrinha (Sphaerotheca fuliginea), dlamo (Melampsora medusae), alface
(Septoria lactucae), algodao (Ramularia aréola), alho (Alternaria porri), amendoim
(Cercospora arachidicola; Pseudocercospora personata; S. arachidis), arroz (Bipolaris
oryzae), banana (Mycosphaerella musicola; M. fijiensis), batata (Alternaria solani), berinjela
(Phoma exigua var. exigua 3), beterraba (C. beticola), café (C. coffeicola), cebola (A. porri),
cenoura (A. dauci), citros (Elsinoe australis; C. gloeosporioides), coco (Lasiodiplodia
theobromae; Bipolaris incurvata), couve-flor (4. brassicae), ervilha (Erysiphe polygoni),
feijdo (Phaeoisariopsis griseola; Uromyces appendiculatus), girassol (E. cichoracearum; A.
helianthi), maca (Venturia inaequalis; Podosphaera leucotricha; Entomosporium mespili),
mamao (Asperisporium caricae), manga (Oidium mangiferae; C. gloeosporioides; L.
theobrome), maracuja (C. gloeosporioides), melancia (Didymella bryoniae), meldo (D.
bryoniae), morango (M. fragariae), pepino (S. fuliginea), pé€ssego (Monilinia fructicola),
pimentdo (Cercospora capsici), rosa (S. pannosa; Diplocarpon rosae), soja (C. dematium;
Phomopsis sojae; Septoria glycines; C. kikuchi, Microsphaera diffusa; Phakopsora
pachyrhizii), tomate tutorado (4. solani; S. lycopersici)e uva (Elsinoe ampelina; Uncinula

necator; Pseudocercospora vitis) (SCORE-ADAPAR, 2016).

2.4.3 Tebuconazole

O tebuconazole (C;sH22CIN3O) € um fungicida do grupo dos triazoéis, da classe dos
sistémicos, medianamente tdxico, com acdo preventiva e curativa, inibe a sintese de
ergosterol, substancia essencial na integridade da membrana celular dos fungos, sendo um
potente indutor do sistema enzimatico hepatico citocromo P450 (AGROBAYER, 2017).Tem
como nome comercial Folicur 200EC, registrado pelo Ministério da agricultura para controle
em culturas, tais como: abacaxi (Fusarium subglatiuns), alamo (Melampsora medusae),
algodao (Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides), alho (Puccinia alli, Alternaria
porri), amendoim (Cercospora arachidicola, Pseudocercospora personata), arroz (Bipolaris
oryzae, Pyricularia grisea), aveia (P. coronata var.avenae, Drechslera avenae), Banana
(Mycosphaerella musicola; M. fijiensis), batata (Alternaria solani), berinjela (4. solani),

beterraba (Cercospora beticola), cacau (Crenipellis perniciosa), café (Hemileia vastratrix,
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Ascochytta coffeae, Phoma costaricensis, Cercospora coffeicola), cebola (4. porri), cenoura
(Alternaria dauci), cevada (P. hordei, Bipolaris sorokiniana, Blumeria graminis f. sp.
Hordei), crisantemo (P. horiana), feijado (Uromyces appendiculatus, Phaeoisariopsi griseola,
Alternaria alternata), figo (Cerotelium fici), gladiolo (Uromyces transversalis), goiaba (P.
psidii), mamao (C. gloesporioides), manga (Oidium mangiferae, C. gloesporioides), maracuja
(C. gloesporioides, Cladosporium herbarum), melancia (Sphaeroteca fuliginea, Didymella
bryoniae, C. orbiculare), meldo (S. fuliginea, D. bryoniae), milho (P. polisora, P. sorghi, C.
zeae maydis), morango (M. fragariae), pepino (S. fuliginea, Leandria momordicae), péssego
(Tranzchelia discolor, Monilinia fructicola), pimentdo (C. melongeneae), roseira
(Diclocarpon rosae), sorgo (C. africana), soja (Microsphaera diffusa, C. kikuchii, Septoria
glycines, Phakopsora pachyrhizi), tomate (S. lycopersici, A. solani), trigo (Blumeria graminis
f-sp. tritici, P. triticina, P. graminis, F. graminearum, Pyricularia grisea), uva (Uncinula

necator, C. gloeosporioides, P. euvitis) (FOLICUR-ADAPAR, 2017).

2.4.4 Tiofanato metilico

O tiofanato metilico (C2H4N404S,) ¢ um fungicida do grupo dos benzimidazois da
classe dos sistémicos, extremamente toxico, seu modo de agdo atua interferindo a B-tubulina,
na formacdo dos microtibulos que fazem parte do citoesqueleto, inibindo o processo de
mitose. Esse fungicida apresenta certa eficiéncia em uma ampla gama de fungos (ECKERT,
OGAWA, 1985; RODRIGUES, 2006).0 tiofanato metilico pode ser usado tanto na parte
aérea das plantas como também no tratamento de sementes. Esse fungicida ndo apresenta
fitotoxidade nas plantas (MAPA, 2017). Tem como nome comercial Cercobin 700WP,
registrado pelo Ministério da agricultura para controle de varias doengas na cultura do abacaxi
(Fusarium subglutinans f. sp ananas), abobora (Sphaerotheca fuliginea; Colletotrichum
orbiculare; Leandria momordicae), alho (C. gloeosporioides), antirio (Botrytis cinerea),
begonia (B. cinerea), berinjela (C. gloeosporioides, Phoma exigua var. exigua; B. cinerea,
Sclerotinia sclerotiorum), café (C. gloeosporioides; P. exigua var. exigua; B.cinerea; S.
sclerotiorum), cebola (C. gloeosporioides f.sp cepae), citros (Diaporthe citri; Corticium
salmonicolor; C. gloeosporioides; Elsinoe australlis; E. fawcetti; B. cinerea; Penicillium
digitatum; P. italicum), cravo (B. cinerea), crisantemo (B. cinerea; Puccinia horiana; Oidium
chrysanthemi), feijao (S. sclerotiorum), gladiolo (B. gladiolorum), horténcia (B. cinerea),
maca (Venturia inaequalis; Cladosporium carpophilum; Podosphaera leucotricha; B.

cinerea, Monilinia fructicola; C. gloeosporioides;, Neonectria galligena), mamao (O.
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caricae), melancia (C. orbiculare; Leandria momordicae; Alternaria cucumerina; Cercospora
citrullina; Sphaerotheca fuliginea; S. sclerotiorum), melao (C. orbiculare; Leandria
momordicae; A. cucumerina; Sphaerotheca fuliginea; S. sclerotiorum), morango (B. cinerea;
Mycosphaerella fragariae, Diplocarpon earlianum; Phomopsis obscurans), orquideas (B.
cinerea), rosa (Diplocarpon rosae; B. cinerea; S. pannosa), seringueira (Microcyclus ulei),
soja (Septoria glycines; Cercospora kikuchii, Erysiphe diffusa), tomate (Septoria lycopersici;
B. cinerea; S. sclerotiorum; Fulvia fulva) e uva (Elsinoe ampelina; Uncinula necator;B.

cinérea; Pseudocercospora vitis; C. gloeosporioides) (CERCOBIN-ADAPAR, 2016).

2.4.1.5 Oxicloreto de cobre

O oxicloreto de cobre (CuyCI(OH);) ¢ um fungicida cuprico do grupo quimico
inorgénico, da classe de contato, pouco toxico, com acdo preventiva, seu modo de acdo atua
inibindo a agdo de enzimas (OXIQUIMICA, 2017).Tem como nome comercial Recop®,
registrado pelo Ministério da agricultura para controle de varias doencas em culturas, tais
como: abacate (Colletotrichum gloeosporioides, Pseudocercospora purpurea), amendoim
(Cercospora arachidicola, P. personata, Sphaceloma arachidis), batata (Alternaria solani,
Phytophthora  infestans),  cacau  (Erythricium  salminicolor,  P.  palmivora,
Crinipellisperniciosa, C. coffeicola), citros (C. gloeosporioides, P. citrophthora, P.
nicotianae var. parasitica, Diaporthe citri, Elsinoe fawceti, Corticum solmonicolor, Elsinoe
australis), figo (Ceritelium fici, P. nicotianae), goiaba (Puccinia psidi), mamao (C.
gloeosporioides, Asperisporium caricae), manga (Elsinoe mangiferae), tomate (C. cocodes,
Clavibacter michiganense subsp. michiganense, Xanthomonas vesicatoria, Stemphylium
solani, A. solani, Erwinia carotovora subsp.carotovora, P. infestans), uva (Mycosphaerella

personata, Elsinoe ampelina) (RECOP, 2017).

2.5 Acido Salicilhidroxamico (SHAM)

O acido salicilhidroxamico ¢ um agente complexante de ferro que tem a capacidade de
inibir a cadeia respiratoria alternativa da enzima oxidase alternativa (AOX), encontrada nas
mitocondrias de plantas superiores, fungos, leveduras e em protozoarios, sendo responsavel
pela respiragdo definida como insensivel a antimicina A (AA) e cianeto, dois inibidores
conhecidos da cadeia cléssica de transporte de elétrons (VANLERBERGHE; MCINTOSH,

1997; CAMPOS, 2014). Essa existéncia de uma cadeia respiratéria ramificada confere aos
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fungos uma rapida e grande plasticidade metabdlica que esta associada a adaptagdo a estresses
ambientais e protecdo contra espécie reativa de oxigénio (EROs).(BUCHANAM, 2000).

A enzima AOX apresenta sensibilidade ao acido salicilhidroxdmico (SHAM) e ao
acido benzohidroxamico (BHAM). A atuacao dessa enzima oxidase alternativa foi encontrada
na fase biotrofica de M. perniciosa, apresentando sensibilidade ao crescimento do micélio na

presenga do SHAM, inibindo o seu desenvolvimento (THOMAZELLA et al., 2012).

2.6 Resisténcia a fungicidas

Os fungos fitopatogénicos com o uso continuo de fungicidas podem desenvolver
resisténcia aos produtos quimicos devido a pressdo de sele¢do e mutacdo (CULTIVAR,
2017). As mutagdes sdo causadas por eventos aleatorios conferindo o patéogeno a
possibilidade de sobreviver quando a substancia quimica estd presente. Esses eventos,
mutacdo e selecdo constituem bases moleculares de resisténcias em diversos
microorganismos.

Geralmente eles podem ocorrer no gene que codifica a proteina alvo, alterando sua
forma e também no transporte das substincias quimicas (BRUNTON et al, 2012).
Resisténcia a fungicidas do grupo dos benzimidazodis, como o tiofanato metilico tem sido
detectada em muitas espécies de fungos. Na maioria dos casos a resisténcia estd
correlacionada com mutagdo no gene da B-tubulina dos fungos, ligando-se a essa proteina na
qual ira dificultar a polimerizacdo dos microtibulos que formam o fuso mitotico (KENDALL
et al.,, 1994; WHEELER et al.,, 1995). Com isso, ocorre a resisténcia aos fungicidas desse
grupo quimico, resultando numa alta pressdo de selecdo devido ao seu uso intensivo.

Os fungicidas do grupo das estrobilurinas conhecida como fungicidas inibidores de
quinona oxidase ou fungicidas (IQo) (PARREIRA et al., 2009), também possuem acgao
especifica sobre o patdgeno e apresentam alto risco de resisténcia. As estrobilurinas
interferem na respiragdo mitocondrial, atuando no sitio Qo, bloqueiando a transferéncia de
elétrons pelo complexo citocromo (bcl) (GHINI; KIMATI, 2000). Ja os fungicidas do grupo
dos tridzois também chamandos de fugicidas DMI (inibidores da dimetilacdo), podem ativar
um numero diferente de mecanismos de resisténcia, ndo relacionados entre si, podendo agir
simultaneamente e ainda de modo sinérgico, esse grupo quimico se caracteriza por inibir a
biossintese de ergosterol, importante componente da membrana celular dos fungos sensiveis,

que sdo caracterizados por atuar primariamente na demetilacdo do C-14 (BRENT, 1995).
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3. SENSIBILIDADE DE ESPECIES DE Colletotrichum A FUNGICIDAS

RESUMO

A antracnose, causada por espécies do género Colletotrichum é a doenca mais frequente em
anonaceas ¢ a principalmente em pinha (Annona squamosa) e graviola (Annona muricata).
Embora ndo existam fungicidas registrados para estas culturas, tem sido verificado o uso
destes, no manejo da antracnose, especialmente, do grupo das estrobilurinas. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a sensibilidade in vitro de cinco espécies de Colletotrichum a cinco
fungicidas de diferentes principios ativo e as misturas de azoxistrobina + difenoconazole e
azoxistrobina + SHAM, bem como avaliar a germina¢do de esporos das espécies de
Colletotrichum. Os isolados foram cultivados em meio BDA sintético contendo os fungicidas
azoxistrobina, difenoconazole, tebuconazole, tiofanato metilico, oxicloreto de cobre e
azoxistrobina + difenoconazole nas concentra¢des de 0; 0.1; 0.5; 1; 5 e 10 pg de i.a. ml'e
azoxistrobina (10pg/ml) + SHAM, incubados em BOD a 25 °C no escuro. Foi avaliado o
calculo da EDsy (concentragdo de ingrediente ativo capaz de inibir 50% do crescimento
micelial) e a concentracdo minima inibitoria (CMI). As avaliagdes foram realizadas durante 7
dias, através do diametro da coldnia. O indice de crescimento micelial (ICM) foi submetido a
analise de varidncia (ANOVA). As avalia¢des foram realizadas durante sete dias mediante a
mensuracdo do crescimento micelial.O teste de inibicdo da germinacdo de conidios foi
realizado com a dilui¢do dos fungicidas em agua destilada esterilizada (ADE), obtendo-se as
concentracdes de 0,1; 0,5; 1; 5; 10 pg ml” dos fungicidas e concentracdo conidial de 2x10°
ml'. Os fungicidas difenoconazole, tebuconazole, tiofanato metilico e azoxistrobina +
difenoconazole apresentaram melhores desempenho no controle in vitro, com valores da EDs
entre 0,1 a 0,75 pg/ml e inibi¢do na germinacdo dos conidios das espécies de Colletotrichu, ja
o oxicloreto de cobre ndo conseguiu controlar satisfatoriamente. O fungicida azoxistrobina
associado ao acido salicilhidroxamico (SHAM) inibiu totalmente o crescimento micelial das
espécies de Colletotrichum.

Palavras chave: Antracnose; Annona squamosa; Controle Quimico.
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ABSTRAT

Anthracnose caused by species of the genus Colletotrichum is the most frequent disease in
annonaceae and the main one in pine cone (Annona squamosa) and graviola (Annona
muricata). Although there are no fungicides registered for these crops, their use has been
verified in the management of anthracnose, especially the strobirulin group. The objective of
this work was to evaluate the in vitro sensitivity of five species of Colletotrichum to five
fungicides of different active principles and the mixtures of azoxystrobin + difenoconazole
and azoxystrobin + SHAM, as well as to evaluate the spore germination of Colletotrichum
species. The isolates were cultivated in synthetic BDA medium containing the fungicides
azoxystrobin, difenoconazole, tebuconazole, methyl thiophanate, copper oxychloride and
azoxystrobin + diphenoconazole at concentrations of 0; 0,1; 0,5; 1; 5 and 10 pg of a.i. ml”!
and azoxystrobin (10 pg / ml) + SHAM, incubated in BOD at 25 °C in the dark. The EDs
(active ingredient concentration capable of inhibiting 50% of mycelial growth) and minimum
inhibitory concentration (MIC) was evaluated. Evaluations were performed for 7 days,
through the colony diameter. The mycelial growth index (ICM) was submitted to analysis of
variance (ANOVA). The evaluations were carried out for seven days by measuring mycelial
growth. The inhibition test of conidia germination was carried out with the dilution of
fungicides in sterile distilled water (ADE), obtaining concentrations of 0,1; 0,5; 1; 5; 10 pg
ml" of the fungicides and conidial concentration of 2x10° ml". The fungicides
difenoconazole, tebuconazole, methyl thiophanate and azoxystrobin + diphenoconazole
showed better performance in the in vitro control, with EDsy values between 0,1 and 0,75 pg/
ml and inhibition on the germination of the conidia of Colletotrichum species, copper
oxychloride was not satisfactorily controlled. The fungicide azoxystrobin associated with
salicylhydroxamic acid (SHAM) totally inhibited the mycelial growth of Colletotrichum
species.

Keywords: Anthracnose; Annona squamosa; Chemical Control.



34

3.1 INTRODUCAO

No manejo de doengas o controle quimico ¢ o método mais utilizado para diversos
problemas fitossanitarios dentre eles a antracnose, previnindo e controlando o seu
desenvolvimento. Os fungicidas apresentam resultados rapidos, facilidade na aplicagdo, por
isso sua utilizagdo esta cada vez mais difundida, sendo considerado de grande importancia na
protecdo de cultivos agricolas, evitando danos ocasionados por diversos fitopatogenos. Sem a
utilizagdo dos fungicidas, poderia ocorrer uma redugdo de mais de 7,3% (estimativa mundial)
na producdo vegetal (MENTEN, BANZATO, 2016).

Os fungicidas geralmente sdo classificados pela natureza quimica e pelo seu modo de
acdo, podendo ser protetores, curativos, sist€émicos ¢ mesostémicos (KIMATI, 2011). Os
fungicidas protetores sdo considerados efetivos quando aplicados antes da penetragdo do
patdégeno no tecido do hospedeiro, formando uma barreira que impede a sua penetracdo,
inibindo a germinagdo dos esporos. Fungicidas sistémicos sdo absorvidos pela planta e
translocados para outras partes inibindo a proliferacdo do patogeno (BARRETO, 2014). Ja os
fungicidas mesostémicos sdo aqueles que se movem a curta distancia na folha, penetrando
somente na cuticula permanecendo nela (SANTI, 2014).

Alguns métodos convencionais sdo utilizados para o monitoramento da resisténcia,
visando avaliar o nivel de sensibilidade micelial de espécies fungicas em relagdo a fungicidas,
podendo ser quantificados por curvas de dose-resposta com diferentes concentracdes de
fungicidas, estimando a concentracdo capaz de inibir 50% do crescimento micelial ou
germinagdo de esporos (ECsp), € a concentracdo minima inibitoria (CMI) que avalia a inibigdo
de 100% do crescimento dos isolados sensiveis separando dos resistentes (ANGELINE et al.,
2015; LINCHTEMBERG et al., 2016). Os parametros da ECso ¢ CMI podem ser avaliados
pelo didmetro da colonia e germinacdo dos esporos, isso ird depender do modo de agdo dos
fungicidas utilizados.

Os fungicidas do grupo das estrobirulinas, benzimiddzois ¢ triazois sdo bastante
utilizados na agricultura. O uso desses grupos de fungicidas tem sido aumentado pela
eficiéncia no controle de diversas doencas que ocasionam manchas foliares, como antracnose,
mildios, oidios e ferrugens (BALARDIN, 2002; VENANCIO et al., 2004; FAGAN
2007).Portanto, oobjetivo deste trabalho foi avaliar a sensibilidade in vitro de cinco espécies

de Colletotrichum a cinco fungicidas de diferentes principios ativo e as misturas de
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azoxistrobina + difenoconazole e azoxistrobina + SHAM, bem como avaliar a germinagdo de

esporos das espécies de Colletotrichum.
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3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Local do Experimento

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia e Virologia
Molecular do Centro de Ciéncias Agrarias (CECA) da Universidade Federal de Alagoas
(UFAL), localizado no municipio de Rio Largo-AL.

3.2.2 Obtencao dos isolados fingicos

Os isolados de Colletotrichum provenientes de pinha e graviola foram obtidos da
Colecdo de Culturas de Fungos Fitopatogénicos da Universidade Federal de Alagoas
(COUFAL).

Os isolados utilizados nos experimentos foram caracterizados por inferéncia Bayseana
baseados nas analises multilocus da regido do espago interno transcrito (ITS) e nas sequéncias
parciais dos gene gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH), chitinsynthase (CHS), § —
tubulina (TUB2) (COSTA, 2014) (Tabela 1).

Foi realizado um pré-teste no Laboratorio de Fitopatologia e Virologia Molecular do
Centro de Ciéncias Agrarias (CECA) para escolha dos isolados de cada espécie de

Colletotrichum que apresentaram melhor crescimento micelial.

Tabela.1 - Isolados de Colletotrichum provenientes de pinha e graviola em Alagoas.

Identificacio Espécie Municipio
Gl1A Colletotrichum theobromicola Arapiraca-AL
P16P C. fructicola Palmeira dos Indios-AL
G5M C. tropicale Maceio-AL
PT™M C. siamense Maceio-AL

P5SM C. karstii Maceid-AL
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3.2.3 Avalia¢do da sensibilidade micelial das espécies de Colletotrichum a fungicidas

A sensibilidade das espécies de Colletotrichum a fungicidas foi determinada utilizando
as formula¢des comerciais da tabela 2 e uma mistura do fungicida azoxistrobina +

difenoconazole:

Tabela. 2 - Fungicidas utilizados e demais grupos quimicos.

Ingrediente Ativo Nome comercial Grupo quimico Tipo CIA'
Sistémico
Azoxistrobina Amistar Estrobirulina 500g/Kg'1
Difenoconazole Score Triazol Sistémico  250g/L"
Tebuconazole Folicur Triazol Sistémico  200g/L’
Tiofanato metilico Cercobin Benzimidazol Sistémico  700g Kg™!
Oxicloreto de Cobre Recop Inorgénico Protetor 840g/Kg”

'Concentracio do ingrediente ativo

Os fungicidas azoxistrobina, difenoconazole, tebuconazole, tiofanato metilico,
oxicloreto de cobre e a mistura de azoxistrobina + difenoconazole foram dissolvidos no
solvente dimetilsulféxido (DMSO) e adicionados ao meio de cultura de batata dextrose
(BDA) fundente (45°C), para alcangar as concentracdes de 0.1 pg de i.a. ml™; 0.5 pg de i.a.
ml”, 1 pg de i.a. ml'; 5 pg de i.a. ml! e 10 pg de i.a. ml".Em todas as concentragdes,
incluindo a testemunha, a concentragdo final do DMSO no meio de cultura foi de 0.1% (v/v).
Discos de micélio (5 mm diametro) de cada isolado foram removidos da margem de coldnia
com 7 dias de crescimento em meio BDA e depositados em meio BDA sintético
suplementado com os fungicidas. Para testemunha, foi utilizado placas de Petri contendo meio
de cultura BDA sintético suplementado com DMSO onde foram depositados discos de
micélio do patdégeno.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 150 tratamentos em
arranjo fatorial triplo, com cinco placas (repeticdes) por combinacdo de 5 espécies de
Colletotrichum x 6 fungicidas x 5 concentracdes e cinco repeticdes por tratamento. As
avaliagdes foram realizadas através do crescimento micelial em dois sentidos,
perpendicularmente, durante 7 dias. As placas foram incubadas em estufa Biochemistry

Oxigen Demand (BOD) a 25 °C no escuro. O indice de crescimento micelial (ICM) foi
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calculado e os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) (p<0,05) e, quando
significativos, a analise de regressio. O ICM foi determinado pela férmula
ICM=[(C1/N1)+(C2/N2)+...+(Cn/Nn)], sendo: ICM= indice de crescimento micelial; C1, C2,
Cn=crescimento micelial do fungo na primeira, segunda e ultima avaliagdo; N1, N2,
Nn=ntmero de dias apds a inoculagio.

Além disso, foi calculado a EDsy (concentracdo de ingredientes ativos capazes de
inibir 50% do crescimento micelial) e a concentragdo minima inibitéria (CMI), ou seja,
intervalo entre concentragdes dos fungicidas capazes de inibir totalmente o crescimento
micelial do fungo, dada pela formula: % inibicdo = {[(cresc. Da testemunha — cresc.do
tratamento)/cresc. Testemunha] x 100}. Apdés o calculo da EDS50, as espécies de
Colletotrichum foram classificadas em quatro categorias de sensibilidade, de acordo com a
escala de Edgington et al.,(1971), em que: ED50: <10 pg ml™: alta sensibilidade (AS); ED50:
10-100 pg ml™: moderada sensibilidade (MS); ED50: 100-500 ug ml™: insensibilidade (I).

3.2.4 Avaliagdo da sensibilidade das espécies de Colletotrichum ao Acido Salicilhidroxdmico

(SHAM)

O teste de sensibilidade in vitro das espécies de Colletotrichum a azoxistrobina
(Amistar 500 WG, 500 g kg i.a. Syngenta, Sdo Paulo, SP, Brasil) com e sem a presenga
do 4cido salicilhidroxdmico (SHAM), foi avaliado da seguinte forma: o fungicida foi
dissolvido em DMSO para alcangar a concentragio de 10 pg de i.a. ml" e o SHAM foi
dissolvido em DMSO para atingir uma concentragio final de 100 pg i.a. ml”, ambos foram
adicionados ao meio BDA fundente (45°C). Em todas as concentrag¢des, incluindo a
testemunha, a concentragdo final do DMSO no meio de cultura foi de 0.1% (v/v).

Discos de micélio (5 mm didmetro) de cada isolado foram removidos da margem das
colonias com 7 dias de crescimento em meio BDA e depositados em meio BDA sintético
suplementado com fungicida e o SHAM. Para as testemunhas foram utilizadas placas de Petri
contendo meio de cultura BDA sintético suplementado com DMSO onde foram depositados
discos do patogeno.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) com 10 tratamentos
representados por 5 espécies de Colletotrichum, 1 concentracao de fungicida e 1 concentragdo
de fungicida + SHAM. As avalia¢des foram realizadas através do crescimento micelial em
dois sentidos, perpendicularmente, durante 7 dias. As placas foram incubadas em estufa BOD

a 25° C no escuro.
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3.2.5 Efeito dos fungicidas sobre a germinagdo de conidios das diferentes espécies de

Colletotrichum

Para avaliacdo da inibi¢do de germinacdo dos esporos, foi realizado um pré-teste com
as espécies de Colletotrichum, e foi possivel observar que apds 5 horas ocorreu a emissdo do
tubo germinativo.

Foram utilizados os mesmos isolados das espécies de Colletotrichum que foram
cultivados em meio BDA por 7 dias. Obteve-se uma suspensdo de conidios mediante a
deposi¢cdo de 10 ml de agua destilada esterilizada, acrescida de Tween 20 (1 gota/10 ml de
agua) sobre a superficie da placa de Petri com micélio fingico, seguido de raspagem das
colonias com alga de Drigalski. Em seguida, foi feita a separagdo do micélio fingico dos
conidios em camada dupla de gaze esterilizada.

A concentracdo conidial foi ajustada para 2x10° m]™ esporos em camara de contagem
de Neubauer. O teste de inibigdo foi realizado em ldminas escavadas com a diluicdo dos
fungicidas em 4gua destilada esterilizada (ADE), obtendo-se as concentracdes de 0,1; 0,5; 1;
5; 10 pg ml™ dos fungicidas. Com a jungio da concentragio dos fungicidas e a concentrago
conidial obteve-se uma suspensdo conidial final de 1x10°ml™” conidios.

As laminas escavadas foram colocadas sobre um suporte dentro das placas de Petri
contendo, em seu interior, duas folhas de papel filtro previamente umedecidas com agua
destilada esterilizada e, mantidas em condi¢des de camara umida e temperatura de 25 °C + 1,
no escuro. Apds as 5 horas de incubacdo, foi adicionado 4cido latico com o objetivo de inibir
a germinagdo dos esporos apds esse periodo. Foram considerados conidios germinados
aqueles que apresentarem tubo germinativo com comprimento de, no minimo, uma vez o
tamanho do conidio.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 150 tratamentos em
arranjo fatorial (5 espécies x 5 concentragdes x 6 fungicidas) com quatro repeti¢des, onde

foram contados 100 conidios por cavidade obtida a porcentagem de conidios germinados.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1 Avaliagdo da sensibilidade micelial das espécies de Colletotrichum a fungicidas

Os resultados referentes ao crescimento micelial das espécies de Colletotrichum sobre
os efeitos das diferentes concentracdes de fungicidas, encontram-se nas tabelas de 3 a 7.

Observaram-se diferengas significativas entre os fungicidas nas concentragdes
testadas. Para a espécie C. theobromicola, os fungicidas difenoconazole, tebuconazole,
tiofanato metilico e azoxistrobina + difenoconazole nas concentragdes 1, 5 ¢ 10 pg/ml’
apresentaram os melhores resultados de inibicdo do crescimento micelial nas trés
concentragdes. Os fungicidas difenoconazole, tebuconazole e tiofanato metilico apresentaram
os melhores resultados na concentragio de 10pg/ml™. Nio foi possivel o controle do patogeno
nas concentragoes testadas quando utilizou oxicloreto de cobre comparado com a testemunha
(Tabela 3). Santos, (2006) avaliando a sensibilidade micelial de Didymella bryoniae em
melancia, observou que os isolados do estudo apresentaram resisténcia ao tiofanato metilico
em todas as doses testadas. Entretanto, utilizando o fungicida oxicloreto de cobre, houve a
inibigdo completa do crescimento dos isolados, demonstrando alta sensibilidade do patogeno

ao ingrediente ativo.

Tabela. 3 — Efeito de fungicidas em diferentes concentragdes sobre o crescimento micelial da
espécie Colletotrichum theobromicola.

(Concentragoes ug/ml'l)

Fungicida 0,0 0,1 0,5 1 5 10
Azoxistrobina 1,11Ac 0,83Bb 0,78Ba 0,77Ba 0,75Ba 0,72Ca
Difenoconazole 1,25Aa 0,58Aa 0,37Aa 0,33Ab 0,12Aa 0,07Aa
Tebuconazole 1,07Ac 0,75Bb 0,31Aa 0,17Aa 0,07Aa 0,07Aa
Tiofanato metilico 1,25Ad 1,09Cc 1,06Cc 0,88BCb  0,07Aa 0,07Aa
Oxicloreto de cobre 1,25ADb 1,09Ca 1,04Ca 1,01Ca 1,07Ca 1,10Ca
Azox+Difeno 1,25Ac 0,56Ab 0,39Aa 0,39Aa 0,25Aa 0,44Ab
DMS = 0,23 CV% 18,92

Médias com letra maiusculas na coluna e mintusculas nas linhas seguidas de mesma letra nio
diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade.

C. fructicola apresentou menor crescimento micelial nas concentracdes de 5 e

10pg/ml™” para os fungicidas azoxistrobina, difenoconazole, tebuconazole, tiofanato metilico e
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azoxistrobina + difenoconazole. Oxicloreto de cobre ndo apresentou diferenca entre as

concentracgoes testadas e a testemunha (Tabela 4).

Tabela. 4 — Efeito de fungicidas em diferentes concentragdes sobre o crescimento micelial da
espécie Colletotrichum fructicola.

(Concentragdes pg/ml™)

Fungicida 0,0 0,1 0,5 1 5 10
Azoxistrobina 1,25Ab 0,85Aa 0,85Ca 0,77Ca 0,78Da 0,78Da
Difenoconazole 1,25Ad 0,89Ac 0,32Ab 0,31ADb 0,29Bb 0,17Ba
Tebuconazole 1,25Af 1,07Be 0,69Bd 0,54Cc 0,26Bb 0,07Aa
Tiofanato metilico 1,25Ad 1,44De 0,94Cc 0,31Ab 0,07Aa 0,07Aa
Oxicloreto de cobre 1,25Aa 1,24Ca 1,24Da 1,24Da 1,25Da 1,24Ea
Azox+Difeno 1,25Ad 0,87Ac 0,49Ab 0,48Bb 0,36Ca 0,30Ca
DMS = 0,08 CV% 5,56

Médias com letras maiusculas nas linhas e mintusculas nas colunas seguidas de mesma letra
nao diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade.

Para a espécie C. tropicale, o fungicida azoxistrobina ndo apresentou diferenga
significativa entre as concentragdes testadas. No entanto, difenoconazole, tebuconazole,
tiofanato metilico e azoxistrobina + difenoconazole nas maiores concentragdes 5 e 10 ug/ml'l,
inibiram o crescimento micelial do patégeno (Tabela 5). Oxicloreto de cobre ndo apresentou

diferenga entre as concentragdes testadas em relacdo a testemunha para o patdégeno em estudo.

Tabela. 5 — Efeito de fungicidas em diferentes concentragdes sobre o crescimento micelial da
espécie Colletotrichum tropicale.

(Concentracdes pg/ml™)

Fungicida 0,0 0,1 0,5 1 5 10
Azoxistrobina 1,07Ab 0,97Ba  0,91Ba 0,96Ca 0,92Ba 0,89Ba
Difenoconazole 1,07Ae 0,68Ad 0,54Ac 0,44Ac 0,21Ab 0,07Aa
Tebuconazole 1,07Ad 0,94Bc 0,47ADb 0,45ADb 0,23Aa 0,17Aa
Tiofanato metilico 1,07Ad 1,14Cd 0,88Bc 0,61Bb 0,20Aa 0,13Aa
Oxicloreto de cobre 1,07Aa 1,04Ca 1,02Ca 1,04Ca 1,06Ca 1,05Ca
Azox+Difeno 1,07Ad 0,76Ac  0,48Ab 0,49Ab  0,30Aa 0,21Aa
DMS =0,10 CV%7,66

Médias com letras maiusculas nas linhas e mintsculas nas colunas seguidas de mesma letra
nio diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade.
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O fungicida azoxistrobina nas concentragdes 0,5, 5 ¢ 10 pg/ml inibiu o crescimento
micelial de C. siamense. Porém, difenoconazole, tebuconazole, tiofanato metilico e
azoxistrobina + difenoconazole conseguiram controlar a espécie nas concentracdes de 5 e 10

-1 . ~ . . . ~
pg/ml™. Oxicloreto de cobre ndo apresentou diferenca significativa entre as concentragdes

utilizadas (Tabela 6).

Tabela. 6 - Efeito de fungicidas em diferentes concentragdes sobre o crescimento micelial da
espécie Colletotrichum siamense.

(Concentracdes pg/ml™)

Fungicida 0,0 0,1 0,5 1 5 10
Azoxistrobina 1,25Ac 1,00Bb 0,96Ba 1,03Cb 0,96Ca 0,89Ca
Difenoconazole 1,25Ae 0,72Ad 0,50Ac 0,44Ac 0,21Ba 0,07Aa
Tebuconazole 1,25Ae 1,09Be 0,67Ad 0,57Ac 0,27Bb 0,07Aa
Tiofanato metilico 1,25Ad 1,22Cd 1,05Cc 0,82Bb 0,07Aa 0,07Aa
Oxicloreto de cobre 1,25Aa 1,22Ca 1,23Ca 1,22Da 1,23Da 1,26Da
Azox+Difeno 1,25Ad 0,82Ac 0,53Ab 0,54Ab 0,36Ba 0,30Ba
DMS =0,17 CV% 12,10

Médias com letras maiusculas nas linhas e minusculas nas colunas seguidas de mesma letra
nio diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade.

Para a espécie C. karsti, azoxistrobina inibiu totalmente o crescimento micelial em
todas as concentragdes testadas. Porém, as concentragdes de 1, 5 ¢ 10ug/ml' referentes aos
fungicidas difenoconazole, tebuconazole, tiofanato metilico ¢ azoxistrobina + difenoconazole
impediu o crescimento da espécie, ¢ nas concentragdes de 5 ¢ 10 pg/ml’, apresentaram
melhores resultados em relacdo as demais concentragdes. Todos os fungicidas utilizados no
controle de C. karstii foram eficientes inibidores do crescimento micelial in vitro (Tabela 7).
Tavares e Souza (2005) em testes in vifro com tebuconazole, observaram a inibicdo do
crescimento micelial de C. gloeosporioides em plantas de citros da variedade Natal. Em
outros trabalhos também foi comprovada a eficiéncia dos fungicidas do grupo dos triazois e
benzimidazoéis na inibicdo do crescimento micelial de espécies de Colletotrichum in vitro

(FREEMAN et al., 1997).
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Tabela. 7— Efeito de fungicidas em diferentes concentragdes sobreo crescimento micelial da
espécie Colletotrichum karstii.

(Concentracdes pg/ml™)

Fungicida 0,0 0,1 0,5 1 5 10
Azoxistrobina 0,79Ab 0,07Aa 0,07Aa 0,07Aa 0,07Aa 0,07Aa
Difenoconazole 0,79Ad 0,36Bc 0,23Bb 0,21Bb 0,16Aa 0,09Aa
Tebuconazole 0,79Ad 0,36Bc 0,19Bb 0,16Ba 0,07Aa 0,07Aa
Tiofanato metilico 0,79Ad 0,37Bc 0,23Bb 0,07Aa 0,07Aa 0,07Aa
Oxicloreto de cobre 0,79Ab 0,79Cb 0,66Ca 0,66Ca 0,62Ba 0,68Ca
Azox+Difeno 0,79Ac 0,34Bb 0,21Ba 0,19Ba 0,14Aa 0,18Ba
DMS =0,09 CV%15,55

Médias com letra maitsculas na coluna e mindsculas nas linhas seguidas de mesma letra
nio diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade.

Em relagdo a EDs (concentragdo de ingredientes ativos capazes de inibir 50% do
crescimento micelial), a espécie C. theobromicola foi altamente sensivel aos fungicidas
azoxistrobina + difenoconazole, difenoconazole, tebuconazole e tiofanato metilico (Tabela 8),
variando de 0,1006 pg/mll, 0,1158 pg/ml’, 1,1661 pg/ml’ e 1,6332 pg/ml’,
respectivamente. Enquanto os fungicidas azoxistrobina e oxicloreto de cobre foram
considerados ineficazes (valores acima de 10pg/ml™). Em Corynespora cassicola os valores
da EDsy variaram de 0,50 a 18,79 ug/ml'1 para o fungicida tebuconazole em diferentes
isolados, corroborando com os resultados encontrados em C. theobromicola (AGUIAR,
2015).

A EDs variou em 0,2104 pg/ml”, 0,3987 pg/ml™, 0,6702 pg/ml” e 0,7506 pg/ml™
para os fungicidas difenoconazole, azoxistrobina + difenoconazole, tiofanato metilico e
tebuconazole, respectivamente, onde a espécie C. fructicola apresentou alta sensibilidade aos
fungicidas. A EDsy para os fungicidas difenoconazole, azoxistrobina + difenoconazole,
tebuconazole e tiofanato metilico variou de 0,3977 pg/ml™, 0,5563 pg/ml™, 0,6985 ng/ml” e
1,5329 pg/ml’, respectivamente, quando o patdgeno era C. fropicale, sendo considerada
altamente sensivel. Azoxistrobina e oxicloreto de cobre ndo foram eficientes nas
concentragdes testadas para essa espécie. Para a espécie C. siamense os valores da EDsj nos
fungicidas difenoconazole, azoxistrobina + difenoconazole, tebuconazole e tiofanato metilico
variou de 0,1883 pg/ml”, 0,3757 ug/ml™, 0,7464 pg/ml" e 1,2483 pug/ml™ respectivamente,
sendo a espécie altamente sensivel aos fungicidas. Para os fungicidas azoxistrobina e
oxicloreto de cobre os valores da EDsy foram maiores que IOug/ml'l, considerados

ineficientes no controle de C. siamense para as concentragdes testadas.
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Para C. karstii os valores da EDsy em azoxistrobina, tebuconazole, tiofanato metilico,
tebuconazolee azoxistrobina + difenoconazole, variou de 0,0000 ug/ml'l, 0,0344 pg/ml'l,
0,0353 pg/ml™, 0,0366 pg/ml™ e 0,0072 pg/ml” respectivamente, sendo altamente sensiveis a
espécie nas concentragdes testadas. O fungicida oxicloreto de cobre ndo foi considerado
eficiente no controle, pois apresentou valores acima de 10pg/ml” (Tabela 8). Resultados
semelhantes de Gang et al.,(2015) em isolados de C. gloeosporioides utilizando os fungicidas
tiofanato metilico e tebuconazole, observou que a EDsgvariou de 3,3 pg/ml” e 2,2 pg/ml’
respectivamente, apresentando média sensibilidade micelial aos fungicidas e CMI maior que 1

pg/ml”, inibindo de forma efetiva o crescimento do patdgeno in vitro.

Tabela. 8 — EDs, (concentrag@o de ingredientes ativos capazes de inibir 50% do crescimento micelial)
de diferentes espécies de Colletotrichum aos fungicidas.

Espécies
Fungicidas C. C. C. C. C. Sensibilidade
EDs, (ng/ml™"y*  theobromicola  fructicola tropicale  siamense  Karstii  das espécies™*
Azoxistrobina - - - - 0,0000 IS/AS
Difenoconazole 0,1158 0,2104 0,3977 0,1883 0,0366 AS
Tebuconazole 1,1662 0,7506 0,6985 0,7464 0,0353 AS
Tiof. Metilico 1,6332 0,6702 1,5339 1,2483 0,0344 AS
Oxi. de cobre - - - - - IS
Azox e difen 0,1006 0,3987 0,5563 0,3757 0,0072 AS

*EDsq= Concentracdo que inibe 50% do crescimento micelial. **Classificagdo em fungido da EDs,, onde:
EDsp<10pg/ml: alta sensibilidade (AS); EDs,10-100pug/ml moderada sensibilidade (MS); ED5,100-500pg/ml
insensibilidade (IS).

O ICM (indice de crescimento micelial) ¢ CMI (concentragdo minima inibitoria)
variaram de 62,32% para concentragdes menores que 1pg/ml’quando utilizou o fungicida
difenoconazole, enquanto que a 10 pg/ml” houve inibicio de 92,67%. O fungicida
tebuconazole apresentou inibigdo micelial de 68,27% para concentragdes menores que
1pg/ml”. Em tebuconazole e tiofanato metilico o efeito inibitério foi de 92,91% sendo seu
CMI maior que lpg/ml”. Azoxistrobina+difenoconazole proporcionou o menor indice de
crescimento micelial para C. theobromicola, apresentando o CMI menor, ¢ a EDsy menor que

1pg/ml™(Tabela 9).
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Tabela. 9 — Valores médios de porcentagem de inibigdo do crescimento micelial de C. theobromicola e a
concentragido minima inibitéria (CMI)'.

Concentracoes
pg ml'

Fungicidas 0,1 0,5 1 5 10 CMI
Azoxistrobina 18,41% 20,96% 21,52% 24.22%  27,19% >10
Difenoconazole 30,73%  62,32% 67,42% 87,67%  92,67% <1
Tebuconazole 25,77%  68,27% 81,86% 9291% 92,91% <1
Tiofanato metilico -7,50% -7,71% 10,05% 9291% 92,91% >1
Oxicloreto de cobre -7,50%  -5,09% -3,01% -7,93% -11,33% >10
Azox+Difeno 44,19% 60,48% 60,62% 73,79%% 84,41% <1

"Intervalo entre as concentracées, em que podem-se encontrar valores de 100% de inibicio
de crescimento micelial

O valor do CMI em azoxistrobina e oxicloreto de cobre foi maior que 10pg/ml’, ja
para difenoconazole foi menor que 1ug/ml'1 com efeito inibitorio de 70,82%. Para
tebuconazole o CMI foi a 1pg/ml”com inibigdo de 51,15%, e em 10pg/ml™o efeito inibitério
do fungicida foi de 93,57%, conseguindo inibir o crescimento total do fungo. Em tiofanato
metilico o CMI também foi a 1 ug/ml'l, sendo a inibicdo maior que em tebuconazole,
apresentando valor de 71,72%. O CMI de C. fructicola nos fungicidas azoxistrobina e
oxicloreto de cobre o CMI teria que ser maior de 10pg/ml™ para o controle. Difenoconazole e
azoxistrobina + difenoconazole foram os fungicidas que proporcionaram o menor indice de

crescimento micelial, apresentando o CMI menor, ¢ a EDsy menor que 1pg/ml' (Tabela 10).

Tabela. 10 — Valores médios de porcentagem de inibi¢do do crescimento micelial de C. fructicola
e a concentragdo minima inibitoria (CMI)' .

Concentracoes
pg ml*

Fungicidas 0.1 0,5 1 5 10 CMI
Azoxistrobina 23,00% 23,26% 30,07% 29,56% 29,56% >10
Difenoconazole 17,86% 70,82% 71,46% 73,52% 84,19% <1
Tebuconazole 2,95% 37,27% 51,15% 74,93% 93,57% 1-10
Tiofanato metilico 1,79% 15,42% 71,72% 93,57% 93,57% 1-10
Oxicloreto de cobre -11,95%  -12,46% -11,69% -12,85%  -10,53% >10
Azoxit+Difeno 20,95% 55,01% 56,81% 67,09% 72,23% <1

Intervalo entre as concentragdes, em que podem-se encontrar valores de 100% de inibi¢do
de crescimento micelial

O CMI em azoxistrobina foi superior em 10pg/m1'1, necessitando de uma dose maior
para o controle da espécie. Nos fungicidas difenoconazole, tebuconazole e tiofanato metilico
o CMI foi entre 1 e IOpg/ml'l, com inibi¢do de 55,60% a 92,90% para difenoconazole,
51,15% a 93,57% para tebuconazole, e 71,72% a 93,57% para tiofanato metilico. Oxicloreto

de cobre o CMI foi maior que 10 pg/ml™. Azoxistrobina + diefenoconazole foi o fungicida



46

que conduziu ao menor indice de crescimento micelial para C. tropicale, apresentando o CMI

menor, ¢ a EDsy menor que 1pg/ml™. O CMI em azoxistrobina e oxicloreto de cobre foram

maiores que 10pg/ml” (Tabela 11).

Tabela. 11 — Valores médios de porcentagem de inibi¢ao do crescimento micelial de C. tropicale
e a concentragdo minima inibitoria (CMI)' .

Concentracoes
pg ml'

Fungicidas 0,1 0,5 1 5 10 CMI
Azoxistrobina 3,82% 9,64% 3,82% 8,36% 11,20% >10
Difenoconazole 32,05%  45,53% 55,60% 7829%  92,90% 1-10
Tebuconazole 15,88%  47,65% 55,03% 76,17%  82,83% 1-10
Tiofanato metilico -13,90% 11,91% 38,58% 79,94%  87,23% >1
Oxicloreto de cobre -9,07% -7,51% -3,40% -5,95% -4,25% >10
Azox+Difeno 24.39%  51,91% 51,34% 69,21%  80,00% <1

"Intervalo entre as concentracdes, em que podem-se encontrar valores de 90-100% de inibicdo de
crescimento micelial.

Em difenoconazole o efeito inibitério foi 55,92% a 81,03% nas concentracdes 1 a
10ug/m1'1. Tebuconazole e tiofanato metilico foram os mais eficientes com valores maiores
que 1 ug/ml'l, com inibi¢ao de 73,50% e 93,02% para tebuconazole, e 93,02% e 92,03% para
tiofanato metilico. O difenoconazole e azoxistrobina + difenoconazole foram os fungicidas
que conduziram o menor indice de crescimento micelial para C. siamense, apresentando o

CMI menor, e a EDsgentre 1 a 10ug/ml'1(Tabela 12).

Tabela. 12 — Valores médios de porcentagem de inibi¢ao do crescimento micelial de C. siamense
e a concentragdo minima inibitoria (CMI)' .

Concentracoes
pg ml'

Fungicidas 0,1 0,5 1 5 10 CMI
Azoxistrobina 2,23% 2,37% 0,13% 5,57% 8,92% >10
Difenoconazole 29,28%  49,37% 55,92% 71,12%  81,03% 1-10
Tebuconazole -6,69%  32,07% 44,63% 73,50%  93,02% >1
Tiofanato metilico -19,80%  -0,11% 20,92% 93,02%  93,03% >1
Oxicloreto de cobre -19,24%  -24,26% -18,68% -11,85% -23,70% >10
Azox+Difeno 19,52%  45,74% 47,41% 64,01%  69,59% >1

Intervalo entre as concentragdes, em que podem-se encontrar valores de 100% de inibi¢do
de crescimento micelial.

O CMI em todos os fungicidas testados na espécie C. karstii apresentou valor menor
que 1 pg/ml™”, com inibigdo micelial de 89,10% para azoxistrobina, 64,05% a 84,31% para
difenoconazole, 70,15% a 89,10% em tebuconazole, 63,83% a 89,10% em tiofanato metilico.
e 66,66% a 82,78% em azoxistrobina + diefenoconazole. Para oxicloreto de cobre ndo houve

inibicdo do crescimento micelial in vitro (Tabela 13). Resultados semelhantes foram
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registrados em C.gloeosporioides em mamao utilizando o fungicida tebuconazole

(TAVARES; SOUZA, 2004).

Tabela. 13 — Valores médios de porcentagem de inibi¢ao do crescimento micelial de C. karstii
e a concentragdo minima inibitoria (CMI)'.

Concentracoes
pg ml”

Fungicidas 0,1 0,5 1 5 10 CMI
Azoxistrobina 89,10%  89,10% 89,10% 89,10%  89,10% <1
Difenoconazole 45,31%  64,05% 66,44% 75,38%  84,31% <1
Tebuconazole 42,70%  70,15% 74,94% 89,10%  89,10% <1
Tiofanato metilico 43,35%  63,83% 89,10% 89,10%  89,10% <1
Oxicloreto de cobre -6,75%  -1,74% 2,17% -4,57%  -4,57% >10
Azox+Difeno 46,18%  66,66% 69,93% 79,08%  82,78% <1

1 ~ Y
Intervalo entre as concentracdes, em que podem-se encontrar valores de 100% de inibicao
de crescimento micelial.

Sartori (2007) avaliando a sensibilidade do fungicida tiofanato metilico em C.
lidemuthianum, observou que a sua EDsy foi menor que 1 pg/ml™, com inibigdo micelial de
95 a 97% aproximadamente em concentragdes de 1 e 10 ug/ml'1 para os isolados I-1; I-2; I-3;
I-4; 1-6; 1-7; 1-9; 1-10; I-15 e 1I-17, corroborando com os resultados obtidos na espécie C.
karstii. Em C. acutatum e C. gloeosporioides, utilizando os fungicidas azoxistrobina +
difenoconazole e tebuconazole, a EDs apresentou moderadamente a altamente eficientes em
inibir o crescimento micelial dessas espécies (FISCHER et al., 2012).

A fungitoxicidade das espécies de Colletotrichum provenientes de pinheira e
gravioleira testados em relacdo aos principios ativos dos fungicidas devem-se ao fato de que
nessas frutiferas ndo se faz uso de agrotoxicos de forma indiscriminada, consequentemente
esses fungos ndo sofreram alguma mutagdo do gene da B-tubulina ou do sitio de acdo, que
altera as sequéncias de base e na sintese de aminoacidos dos codons.

De acordo com Phoulinvong (2011), gerenciar o manejo da antracnose em anonaceas
deve ser feita com cautela, devido a presenca de espécies de Colletotrichum no uso de rotagao
de culturas. A utilizagdo de melhores praticas culturais combinadas com o controle quimico
garante a prote¢do das plantas, e o uso de varidades resistentes, ¢ provavelmente o mais
desejavel para o controle da doenca em anonéceas.

Contudo, esses resultados confirmam a eficiéncia do ingrediente ativo em baixas
concentragdes dos fungicidas do grupo dos tridzois e benzimidazois, controlando as espécies

de Colletotrichum que causam antracnose em pinheira e gravioleira. Entretanto o oxicloreto
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de cobre por ser um fungicida protetor, ndo consegiu inibir o crescimento micelial das

espécies de Colletotrichum.

3.3.2 Avaliacdo da sensibilidade das espécies de Colletotrichum ao Acido Salicilhidroxdmico

(SHAM).

Foi possivel observar diferencga significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 1% de
probabilidade entre os tratamentos testados e as espécies de Colletotrichum (Figura 1 e 2).0
tratamento sem a adi¢do do SHAM (azoxistrobina 10ug ml'l) observa-se um crescimento
micelial parcial em relacdo a testemunha. O crescimento micelial de C. karstii foi inibido com
e sem a presenca do SHAM. Entretanto, para os demais tratamentos observou-se uma reducao
no crescimento micelial apenas com a presenga do SHAM + azoxistrobina 10pg ml™.

Segundo Vanlerberghe; Mcintosh (1997), o 4cido salicilhidroxamico (SHAM) ¢ um
inibidor de uma rota de oxidagdo alternativa (AOX) em certos fungos filamentosos. Alguns
desses organismos possuem essa oxidase alternativa ativa, com a capacidade de produzir uma
pequena quantidade de ATP, na presenga de inibidores da via principal do transporte de
elétrons na respiragdo. Entre os produtos quimicos estdo as estrobilurinas (azoxistrobina)

(VENANCIO et al., 1999; SMITH, 2002; ALMEIDA, 2014).

Figura 1 - Crescimento micelial (mm) de espécies de Colletotrichum ao acido Salicilhidroxadmico
(SHAM). Ct (Colletotrichum theobromicola), Cf (C. fructicola), Ctr (C. tropicale), Cs (C. siamense) e
Ck (C. karsti).
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Figura 2 - Espécies de Colletotrichum em meio BDA sem adi¢do do SHAM (azoxistrobina 10 pg ml
" (A) e com adi¢io do SHAM + azoxistrobina 10 pg ml™ (B). C. theobromicola (a.1 e b.1), C.
fructicola (a.2 e b.2), C.tropicale (a.3 ¢ b.3), C. siamense (a.4 e b.4), C karstii (a.5 ¢ b.5).

Fonte: Autora, 2017.

Thomazella et al., (2012), observaram que o uso dos inibidores, azoxistrobina
(inibidor do complexo III) e 0 SHAM (inibidor especifico da AOX), mostraram-se eficientes
no controle in vitro de Moniliophthora perniciosa em cacau, porém nao foram eficientes in
VIvo.

Prado (2016) afirma que a combinacdo de estrobilurinas com SHAM, além de ser
efetiva em M. perniciosa, mostrou-se eficiente em C. gloeosporioides (patdgeno de manga,
mamao, maracujd e goiaba), Guiguinardia citricarpa (causador da mancha negra dos citrus),
Phytophhthora infestans (patégeno da batata e tomate), Sclerotinia sclerotium (causador do

mofo branco da soja) e Venturia pirina (patdogeno da péra).

3.3.3 Efeito dos fungicidas sobre a germinagdo de conidios das diferentes espécies de

Colletotrichum

As médias dos conidios germinados das espécies de Colletotrichum submetidos a
diferentes concentragdes de fungicidas apresentaram interacdes significativas entre os fatores
espécies e concentragdes dos fungicidas pelo teste de Tukey ao nivel de 1% de probabilidade

A azoxistrobina apresentou baixa eficiéncia na inibi¢do da germinacdo dos conidios
(Figura 3.a). As espécies de Colletotrichum apresentaram inibi¢do dos conidios submetidos ao
fungicida difenoconazole (Figura 3.b). A espécie C. karstii obteve uma menor quantidade de
conidios germinados em todas as concentracdes testadas, em média de 4,35%, em seguida a
espécie C. fructicola com 7,5%, C.theobromicola com 14,6% e C. tropicale com 17,9%,

apresentando diminui¢do na germinag@o de conidios. C. siamense obteve um maior percentual
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de conidios germinados, ocorrendo um declinio a medida que aumenta a dose do fungicida,
chegando a 45%.

Todas as espécies apresentaram um decréscimo de conidios germinados quando
aumentou a dose do fungicida tebuconazole. C. theobromicola, C. fructicola, C. siamense e C.
karstii, houve inibi¢do total e parcial da germinagdo de conidios na concentragdo de 5 ¢ 10
pg/ml. A espécie C. tropicale ocorreu apenas um declinio da germinagdo dos conidios de
acordo com o aumento da concentragdo do fungicida, em média de 2,5% de conidios
germinados (Figura 3.c). Em Lasiodiplodia theobromae na cultura do coqueiro, tebuconazole
apresentou baixa eficiéncia na inibicdo da germinagdo, embora tenha sido utilizada a
concentra¢ao de 32ppm (LOCATELLI et al, 2015).

As espécies C. fructicola, C. tropicale, C. siamense e C. karstii apresentaram 100% de
inibigdo da germinac¢do de conidios nas concentragdes de 5 e 10 ug/ml quando utilizou o
fungicida tiofanato metilico. Para C. theobromicola houve uma diminuicdo da germinagdo a
medida que se aumentou a dose do fungicida, ocorrendo inibigdo total da germinagdo dos
conidios (Figura 3.d). Em isolados de C. lindemuthianum, o tiofanato metilico apresentou
baixa efici€éncia na inibi¢cdo da germinacao dos conidios sendo a concentracdo superior a 1000
pug/mL’1 (FILHO, 2013).

Em relacdo a figura 3.f, o fungicida oxicloreto de cobre ndo conseguiu inibir a
germinagdo dos conidios em nenhuma espécie de Colletotrichum testada.

A mistura dos fungicidas azoxistrobina + difenoconazole proporcionou a inibicao da
germinacdo das espécies de Colletotrichum quando comparado a azoxistrobina utilizada
separadamente. Esses resultados confirmam a eficiéncia dos fungicidas difenoconazole,
tebuconazole, tiofanato metilico e azoxistrobina + difenoconazole na inibicdo da germinagdo

de conidios, corroborando com os resultados de sensibilidade micelial.
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Figura 3 — Porcentagem média de germinagao de conidios de espécies de Colletotrichum submetidas a
cinco concentra¢des dos fungicidas azoxistrobina (a), difenoconazole (b), tebuconazole (c), tiofanato
metilico (d), oxicloreto de cobre (e) e azoxistrobina + difenoconazole (f).
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3.4 CONCLUSOES

Os fungicidas difenoconazole, tebuconazole, tiofanato metilico e azoxistrobina +
difenoconazole foram capazes de controlar in vitro as espécies de Colletotrichum associadas a
antracnose em pinha e graviola, ja o oxicloreto de cobre nio foi eficiente no controle das
espécies.

As espécies C. theobromicola, C. fructicola, C. tropicale, C. siamense ¢ C. karstii
foram altamente sensiveis ao ingrediente ativo com valores da EDsy de 0,1 a 0,75 pg/ml dos
fungicidas difenoconazole, tebuconazole, tiofanato metilico e azoxistrobina + difenoconazole.

Azoxistrobina associado ao acido salicilhidroxamico (SHAM) inibiu totalmente o
crescimento micelial das espécies de Colletotrichum.

Os fungicidas difenoconazole, tebuconazole, tiofanato metilico, azoxistrobina +

difenoconazole inibiram a germinagao de conidios das espécies de Colletotrichum.
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4. INFLUENCIA DE PERIODOS DE PERMANENCIA EM CAMARA UMIDA
SOBRE A SEVERIDADE DA ANTRACNOSE EM FOLHAS DE Annona squamosa L. e

Annona muricata L.

RESUMO

As condi¢des edafoclimaticas exercem grande influéncia no desenvolvimento dos patégenos,
devido a isso, se faz necessario conhecer sobre a interacdo patdogeno, hospedeiro e ambiente
para sistemas de preven¢do de doengas e para definir acdes de controle. O presente trabalho
teve como objetivo avaliar a influéncia dos periodos de permanéncia em cdmera tmida sobre
a severidade da antracnose em folhas de pinheira e gravioleira. Foram utilizados dois periodos
de permanéncia em cimara umida (2 e 5 dias) nas temperaturas de 20, 25 e 30 °C. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial (2 x 5),
representado por dois periodos de permanéncia em camara Umida, cinco espécies de
Colletotrichum e quatro repeti¢cdes. O didmetro das lesdes foi determinado medindo-se cada
lesdo em dois sentidos perpendiculares. Foi observada que no periodo de permanéncia de 2
dias de inoculagdo ndo houve sintomas de antracnose nas folhas de gravioleira e pinheira em
nenhuma das temperaturas testadas. Apos 5 dias de permanéncia, houve o aparecimento de
manchas de coloragdo pardo-escura a preta. A temperatura de 25 °C e o periodo de
permanéncia de 5 dias favoreceu o aparecimento de sintomas de antracnose em folhas de
pinha (Annona squamosa L.) e graviola (Annona muricata L.).

Palavras chave: Sintomas, umidade, temperatura.
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ABSTRAT

The edafoclimatic conditions exert a great influence on the development of the pathogens, due
to this, it is necessary to know about the pathogen, host and environment interaction for
disease prevention systems and to define control actions. The present work had the objective
of evaluating the influence of wet stay periods on the severity of anthracnose in pine and
graviola. Two dwell periods were used in humid chamber (2 and 5 days) at temperatures of
20, 25 and 30°C. The experimental design was completely randomized in a factorial
arrangement (2 x 5), represented by two residence periods in humid chamber, five
Colletotrichum species and four replicates. The diameter of the lesions was determined by
measuring each lesion in two perpendicular directions. It was observed that in the period of 2
days of inoculation there were no symptoms of anthracnose in sage and pine leaves at any of
the temperatures tested. After 5 days of permanence, there was the appearance of dark brown
to black spots. The temperature of 25°C and the period of stay of 5 days favored the
appearance of anthracnose symptoms in leaves of pineapple (Annona squamosa L.) and
graviola (Annona muricata L.).

Keywords: stain, moisture, temperature.
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4.1 INTRODUCAO

A antracnose ¢ considerada a doenga de maior ocorréncia em anonaceas, tendo sido
inicialmente identificada como Colletotrichum gloeosporioides Penz (RAO, 1975;
JUNQUEIRA, JUNQUEIRA, 2014). Posteriormente, Colletotrichum tropicale, C. karstii, C.
siamense, C. theobromicola e C. fructicola foram identificadas no Brasil causando antracnose
em folhas de pinheira e gravioleira (COSTA, 2014).

O conhecimento dos efeitos do ambiente no desenvolvimento de patdgenos pode
auxiliar nas estratégias de manejo de doencas. Informagdes sobre os fatores ambientais sdo
valiosas no desenvolvimento de sistemas de prevengdo de doengas ¢ podem contribuir para
definir agdes de controle (MAIA et al.,2011).

A temperatura exerce influéncia no desenvolvimento dos fungos do género
Colletotrichum, tanto no crescimento micelial pelo didmetro das lesdes desenvolvidas sobre o
hospedeiro quanto na esporulacdo e germinacdo de conidios e formagdo de apressorios que ¢
favorecido por temperaturas de 25°C e um periodo de 12 a 18 horas de umidade
(POLTRONIERI, 2012; TAVARES, SOUZA, 2005; LOPEZ, 2005). Os patdgenos diferem
em suas preferéncias por alta ou baixa temperatura, uma vez que a mesma afeta a germinacao
de esporos e o nimero de esporos formados (AGRIOS, 1997).

A temperatura e umidade na superficie da planta sdo fatores que afetam o progresso da
doenca em plantas (SILVEIRA et al., 2001) e sdo capazes de funcionar como reguladores da
velocidade com que se desenvolvem as epidemias (POLTRONIERI, 2012), porém, pouco sdo
os estudos encontrados envolvendo espécies de Colletotrichum.

Considerando a importancia das anonaceas e por se verificar na literatura a
inexisténcia de trabalhos relacionados com os efeitos das condigdes ambientais no
desenvolvimento da antracnose, este estudo objetivou avaliar a influéncia dos periodos de
permanéncia em camera umida sobre a severidade da antracnose em folhas de pinheira e

gravioleira.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Influéncia dos periodos de permanéncia em cdmara umida sobre a severidade da

antracnose em folhas de pinha (4dnnona squamosa L.) e graviola (Annona muricata L.)

Para avaliagdo da influéncia dos periodos de permanéncia em cdmara umida, foram
utilizadas folhas de pinha (Annona squamosa) e graviola (Annona muricata) assintomaticas.
As folhas foram acondicionadas separadamente em sacos plasticos contendo algoddo
umedecido com agua destilada. O periodo de cadmara umida foram de 2 e 5 dias, porque s6 a
partir desses dias que comecaram a surgir as lesdes na folhas de pinha e graviola, submetidas
as temperaturas de 20 °C, 25 °C e 30 °C. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado em arranjo fatorial (2 x 5), representado por dois periodos de permanéncia em
camara umida, cinco espécies de Colletotrichum e quatro repeticdes. Apds o periodo de
permanéncia o didmetro das lesdes foi determinado medindo os dois sentidos perpendiculares
com o auxilio de um paquimetro digital. Os valores médios obtidos foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA). O diametro das lesdes ocasionadas pelas diferentes espécies
de Colletotrichum foi comparado pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade, utilizando o

software ASSISTAT 7.7 beta.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Periodos de permanéncia em cdmara umida sobre a severidade da antracnose em folhas

de pinha (4dnnona squamosa L.) e graviola (Annona muricata L.)

Os tratamentos realizados para avaliar o efeito da temperatura na severidade das
espécies do género Colletotrichum em folhas de pinheira e gravioleira, apresentaram
resultados significativos ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de Tukey (Figura 4 e 5).
No periodo de permanéncia de 2 dias de inoculacdo ndo houve sintomas de antracnose nas
folhas de pinheira e gravioleira em nenhuma das temperaturas testadas. Segundo Dias et al.
(2005), uma das principais variaveis climaticas € a temperatura, responsavel pela infeccdo e
posterior colonizacdo de patdgenos do género Colletotrichum.

Em folhas de pinheira, apés 5 dias de permanéncia em cémera timida ocorreu o

aparecimento dos sintomas tipico de antracnose na temperatura de 25 °C (Figura 4).

Figura 4 - Avaliagdo da permanéncia em cadmara imida em folhas de pinheira, apds 5 dias em
diferentes temperaturas. Ct (Colletotrichum theobromicola), Cf (C. fructicola), Ctr (C. tropicale), Cs
(C. siamense) e Ck (C. karsti).
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Figura 5 - Avaliagdo da permanéncia em cadmara imida em folhas de graviola, apds 5 dias em
diferentes temperaturas.Ct (Colletotrichum theobromicola), Cf (C. fructicola), Ctr (C. tropicale), Cs
(C. siamense) e Ck (C. karsti).
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As espécies C. theobromicola, C. fructicola e C. siamense causaram sintomas em
todas as temperaturas. Os sintomas de antracnose ndo foram observados nas folhas de
pinheira inoculadas com as espécies C. tropicale e C. karstii quando utilizou a temperatura de
20 °C (Figura 6).Todas as espécies de Colletotrichum causaram sintomas tipicos de
antracnose nas temperaturas de 25 °C e 30 °C (Figura 7 e 8, respectivamente). Porém, a

temperatura de 25 °C proporcionou maior severidade nas folhas de pinheira.

Figura 6 — Lesdo da antracnose sob os periodos de cdmara iimida em folhas de pinha apds 5 dias de
inoculagdo na temperatura de 20 °C. Ct (Colletotrichum theobromicola), Cf (C. fructicola), Ctr (C.
tropicale) e Cs (C. siamense).

Fonte: Autora, 2017.
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Figura 7 - Lesdo da antracnose sob os periodos de cadmara timida em folhas de pinha apds 5 dias de
inoculagdo na temperatura de 25 °C. Ct (Colletotrichum theobromicola), Cf (C. fructicola), Ctr (C.
tropicale) e Cs (C. siamense).

Fonte: Autora, 2017.

Figura 8 - Lesdo da antracnose sob os periodos de cdmara umida em folhas de pinha apds 5 dias de
inoculagdo na temperatura de 30 °C. Ct (Colletotrichum theobromicola), Cf (C. fructicola), Ctr (C.
tropicale) e Cs (C. siamense).

Fonte: Autora, 2017.

Em folhas de gravioleira apds 5 dias de permanéncia em camera imida, houve o
aparecimento de manchas de colorag@o pardo-escura a preta. As espécies C.theobromicola, C.
tropicale, C. fructicola e C. siamense causaram sintomas de antracnose quando submetidas a
temperatura de 20 °C, com exce¢do da espécie C. karstii (Figura 9). Todas as espécies
causaram sintomas de antracnose nas folhas de gravioleira quando submetidas a temperatura
de 25 °C (Figura 10). Na temperatura de 30 °C, as espécies C. siamense, C.fructicola, C.
theobromicola e C. kasrtii causaram sintomas de antracnose (Figura 11), porém, ndo foi

possivel observar desenvolvimento de sintomas para C. tropicale.
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Figura 9 - Lesdo da antracnose sob os periodos de cdmara imida em folhas de graviola apos 5 dias de
inoculagdo na temperatura de 20 °C. Ct (Colletotrichum theobromicola), Cf (C. fructicola), Ctr (C.
tropicale) e Cs (C. siamense).

Fonte: Autora, 2017.

Figura 10 - Lesdo da antracnose sob os periodos de cdmara imida em folhas de graviola apos 5 dias
de inoculagdo na temperatura de 25 °C. Ct (Colletotrichum theobromicola), Cf (C. fructicola), Cs (C.
siamense) e Ck (C. karsti).

Fonte: Autora, 2017.

Figura 11 - Lesdo da antracnose sob os periodos de cdmara imida em folhas de graviola apos 5 dias
de inoculagdo na temperatura de 30 °C. Ct (Colletotrichum theobromicola), Cf (C. fructicola), Cs (C.
siamense) e Ck (C. karsti).

Fonte: Autora, 2017.

Oliveira (2016) observou em cladddios de palma forrageira que C.siamense,
apresentou maiores lesdes nas temperaturas de 22°C e 26°C diferindo das demais
temperaturas, e que esta espécie, causou maiores lesdes em todas as temperaturas estudadas,
indicando maior severidade quando comparada com as demais espécies testadas. C. karstii e
C. fructicola apresentaram lesdes significativamente maiores apenas na temperatura de 22°C.

Maia (2011) observou que isolados de Colletotrichum obtidos de manga, apresentaram
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melhor desenvolvimento quando submetidos as temperaturas de 20 °C e 25 °C. A temperatura
ideal para o crescimento vegetativo na maioria das espécies de Colletotrichum esta na faixa de
25°C a30°C (SUTTON, 1992).

Soares et al. (2008) afirmam que a temperatura influéncia a velocidade da germinacao
de conidios, formacdo de apressorios, penetragdo e colonizacdo de Colletotrichum
gloesporioides e de C. acutatum agentes causais da antracnose da goiaba. Em isolados de C.
gloeosporioides obtidos de solanaceas, foi constatado que o desenvolvimento das colonias
ocorreu na faixa de temperatura entre 25° C e 28°C (TOZZE JUNIOR et al., 2006). Segundo
Bedendo e Amorim (2011), as temperaturas baixas levam a paralisacdo das atividades do
patogeno ou mesmo podem causar sua morte, ja as temperaturas muito altas podem provocar
o dessecamento das estruturas fngicas presentes na fonte de indculo.

Em frutos de tomateiro, a temperatura de 25 °C influenciou significativamente a
incidéncia de  podriddes causadas por  Fusarium  verticillioides, Geotrichum
candidum e Rhizopus stolonifer (SILVEIRA et al., 2001).

Os resultados deste trabalho demonstram a influéncia da variavel temperatura, do
periodo de permanéncia em cdmera umida na severidade das espécies de Colletotrichum de

pinheira e gravioleira.
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4.4 CONCLUSAO

A temperatura de 25 °C e o periodo de permanéncia de 5 dias favoreceu o aparecimento de
sintomas de antracnose em folhas de pinha (4nnona squamosa L.) e graviola (Annona

muricata L.).
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	4. INFLUÊNCIA DE PERÍODOS DE PERMANÊNCIA EM CÂMARA ÚMIDA SOBRE A SEVERIDADE DA ANTRACNOSE EM FOLHAS DE Annona squamosa L. e Annona muricata L. 
	RESUMO 
	Palavras chave: Sintomas, umidade, temperatura. 
	ABSTRAT 
	The edafoclimatic conditions exert a great influence on the development of the pathogens, due to this, it is necessary to know about the pathogen, host and environment interaction for disease prevention systems and to define control actions. The present work had the objective of evaluating the influence of wet stay periods on the severity of anthracnose in pine and graviola. Two dwell periods were used in humid chamber (2 and 5 days) at temperatures of 20, 25 and 30oC. The experimental design was completely randomized in a factorial arrangement (2 x 5), represented by two residence periods in humid chamber, five Colletotrichum species and four replicates. The diameter of the lesions was determined by measuring each lesion in two perpendicular directions. It was observed that in the period of 2 days of inoculation there were no symptoms of anthracnose in sage and pine leaves at any of the temperatures tested. After 5 days of permanence, there was the appearance of dark brown to black spots. The temperature of 25ºC and the period of stay of 5 days favored the appearance of anthracnose symptoms in leaves of pineapple (Annona squamosa L.) and graviola (Annona muricata L.). 
	Keywords: stain, moisture, temperature. 
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	4.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
	4.3.1 Períodos de permanência em câmara úmida sobre a severidade da antracnose em folhas de pinha (Annona squamosa L.) e graviola (Annona muricata L.) 
	 Os tratamentos realizados para avaliar o efeito da temperatura na severidade das espécies do gênero Colletotrichum em folhas de pinheira e gravioleira, apresentaram resultados significativos ao nível de 1% de probabilidade pelo teste de Tukey (Figura 4 e 5). No período de permanência de 2 dias de inoculação não houve sintomas de antracnose nas folhas de pinheira e gravioleira em nenhuma das temperaturas testadas. Segundo Dias et al. (2005), uma das principais variáveis climáticas é a temperatura, responsável pela infecção e posterior colonização de patógenos do gênero Colletotrichum. 
	Em folhas de pinheira, após 5 dias de permanência em câmera úmida ocorreu o aparecimento dos sintomas típico de antracnose na temperatura de 25 oC (Figura 4).  
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	As espécies C. theobromicola, C. fructicola e C. siamense causaram sintomas em todas as temperaturas. Os sintomas de antracnose não foram observados nas folhas de pinheira inoculadas com as espécies C. tropicale e C. karstii quando utilizou a temperatura de 20 oC (Figura 6).Todas as espécies de Colletotrichum causaram sintomas típicos de antracnose nas temperaturas de 25 oC e 30 oC (Figura 7 e 8, respectivamente). Porém, a temperatura de 25 oC proporcionou maior severidade nas folhas de pinheira. 
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	Em frutos de tomateiro, a temperatura de 25 oC influenciou significativamente a incidência de podridões causadas por Fusarium verticillioides, Geotrichum candidum e Rhizopus stolonifer (SILVEIRA et al., 2001). 
	 Os resultados deste trabalho demonstram a influência da variável temperatura, do período de permanência em câmera úmida na severidade das espécies de Colletotrichum de pinheira e gravioleira. 
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